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La race Canadienne est la plus ancienne race bovine de 1'Amerique du Nord. Les individus de
cette race se sont reproduits entre eux de fa^on isolee jusqu'a ce qu'on effectue des
croisements avec la race Suisse Bmne dans les annees 70. Dans Ie but d'evaluer la diversite
genetique des races Canadienne, Holstein et Suisse-Brune ainsi que les distances genetiques
qui les separent. Ie polymorphisme des caseines aSl, p et K ainsi que Ie polymorphisme de
14 marqueurs microsatellites (ILSTS005, ETH225, INRA35, ETH 152, INRAK, MM12,
INRA63, INRA5, HEL1, INRA32, LNRA72, HEL5, MM8, INRA16), uniformement
distribues dans Ie genome, ont ete caracterises. Les individus des races Holstein (n=37),
Canadienne (n=19) et SuisseBrune (n==23) etaient non apparentes jusqu'a la deuxieme
generation. Le genotypage des caseines a ete realise en grande partie a 1'aide de gel en
focalisation iso-electrique. De plus, suite a 1'amplification par PCR des sequences
microsatellites, des gels de sequencage utilisant une technique de detection par fluorescence
ont ete utilises pour Ie genotypage.
Ainsi, Ie locus caseine aSl est monomorphe en race Canadienne et Holstein ou on ne
retrouve que Ie variant B. Une faible frequence du variant C (0,06) est retrouvee en race
Suisse-Brune. Le locus P comporte 3 alleles (Al, A2 et B) alors qu'on en detecte 2 (A et B)
au niveau du locus K. Concemant les loci microsatellites, un total de 95 alleles ont ete
detectes chez les 80 animaux analyses avec 6,8 alleles en moyenne par locus. Des taux
d'heterozygotie theorique de 0,66, 0,61 et 0,62 qui ne sont pas signiflcativement differents
entre eux (P>0,1) ont ete obtenus pour les races Canadienne, Suisse-Bmne et Holstein,
respectivement. L'echantillonnage de la race Canadienne presente un exces d'heterozygotes
par rapport a 1'equilibre de Hardy-Weinberg, la race Suisse-Bmne presente un deficit, alors
que la race Holstein est en equilibre. Enfin, des phenogrammes consensus de 500 re-
echantillonnages, construits selon la methode du Neighbor Joining et illustrant les distances
genetiques standard de Nei et de Cavalli Sforza demontrent que la race Canadienne et Suisse
Brune sont plus proches 1'une de 1'autre par rapport a la Holstein, avec des valeurs de
bootstrap de 58% et 89%, pour chaque type de distance, respectivement.
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CHAPITRE 1 - INTRODUCTION
L'agriculture moderne met fortement 1'emphase sur 1'intensification des productions animales.
Ainsi, les pratiques modemes se sont traduites par la specialisation de quelques races bovines
repondant mieux aux enjeux economiques actuels, au detriment de beaucoup d'autres races
qui voient leurs effectifs diminuer. De plus, des techniques comme 1'insemmation artiflcielle
qui sont certes tres efficaces pour augmenter la productivite des troupeaux peuvent accelerer
1'augmentation de la consanguinite. En plus de diminuer la variabilite genetique, la
consanguinite multiplie les chances de voir 1'expression de genes recessifs letaux et a souvent
des consequences negatives sur la performance (Falconer, 1989; Hudson et Van Vleck,
1984). Quoi qu'il en soit, 1'augmentation a courts termes de la productivite se fait souvent au
detriment de la variabilite genetique. Ainsi, depuis la fm des annees 70, de plus en plus de
programmes de conservation ont ete mis en place afin de mieux gerer la diversite genetique.
En effet, etant donne les contraintes economiques actuelles, un equilibre entre les besoins de
conservation des ressources et les besoins d'amelioration genetique doit etre trouve. L'ideal
serait de preserver un nombre minimum de races tout en gardant un nombre maximum de
variabilite. Ceci suppose des moyens plus precis d'investigation et d'evaluation de cette
variabilite, permettant d'approfondir nos connaissances des relations entre races.
Le present travail s'interesse particulierement a une race unique en Amerique du Nord, la race
Canadienne. En effet, elle presente un interet certain etant donne son originalite et sa rarete.
L'etude qui fait 1'objet de ce present memoire s'interesse a deux autres races: a la race
Holstein, tres largement repandue au Canada, et la race Suisse-Bmne d'importance
economique moindre. Etant donne 1'etat des races etudiees, deux hypotheses peuvent etre
formulees. D'abord, on peut supposer que la race Canadienne presente moins de variabilite
genetique et une plus forte consanguinite que la race Holstein, etant donne son effectiflimite.
De plus, il est connu que des croisements ont ete effectues entre la race Suisse-Brune et la
race Canadienne. La deuxieme hypothese est done que ces deux races sont genetiquement
plus proches 1'une de 1'autre. Les objectifs du travail qui a ete accompli ont done ete d'evaluer
la variabilite genetique de ces trois races d'interet ainsi que les distances genetiques qui les
separent. Dans ce memoire, nous exposerons done dans une premiere partie les resultats
obtenus apres caracterisation de ces trois races a partir du polymorphisme des caseines et,
dans une deuxieme partie, les resultats concernant Ie polymorphisme des marqueurs de type
microsatellite. Finalement, nous presenterons les conclusions et perspectives de ce travail.
CHAPITRE 2 - REVUE DE LITTERATURE
2.1 Race Canadienne
2.1.1 Historique
La race Canadienne est la plus ancienne race bovine de 1'Amerique du nord. Elle descend des
anciennes races autochtones fran^aises provenant de la Bretagne et de la Normandie. De plus,
elle semble etre apparentee a la Jersey, la Guernsey et a la Kerry (Fortin, 1940). Les
premieres importations regulieres de bovins en Nouvelle France s'effectierent de 1608 a
1610. Des lors, a 1'exception de quelques importations, ces bovins se reproduisirent entre eux
de fa9on isolee pendant environ un siecle et demi (Bernier, 1995). Ainsi, dans les annees
1800, malgre 1'importation et Ie croisement de vaches Canadiennes avec des races
britanniques, la presque totalite des troupeaux quebecois etaient de race pure Canadienne
(Couture, 1909). Cependant, elle fut rapidement marginalisee par 1'expansion des races
Holstein et Ayrshire et progressivement remplacee. En 1969, des croisements dans certains
troupeaux de race Canadienne avec des animaux de race Suisse Brune americaine permirent
de diminuer la consanguinite et d'ameliorer la productivite (Bemier, 1995). Actuellement, la
population de la race Canadienne compte environ 2000 tetes. La condition de la race est
consideree comme critique selon les normes de 1'American Livestock Breeds. Get organisme
considere qu'une race est en situation critique si Ie nombre d'entrees par annee est inferieur a
200 et si la population totale est inferieure a 2000. Or, la race Canadienne a presente
seulement 209 enregistrements en 1995 (CLRC, 1995).
2.1.2 Caracteristiques
Les individus de la race Canadienne sont de petite taille. Le poids des femelles varie de 450 a
500 kg tandis que les males peuvent peser de 700 a 800 kg. La Canadienne est Ie plus
souvent noire ou brune foncee (Bemier, 1995). Elle est bien adaptee au climat canadien et ne
necessite pas une nourriture particuliere. Elle est done facile a elever. La Canadienne produit
un bonne quantite de lait compte tenu de sa petite taille et de sa consommation de nourriture
(Bernier, 1995). Ainsi, la race Canadienne fait partie de ces races "rustiques" qui presentent
souvent des adaptations interessantes a des conditions particulieres. En effet, les races
majoritaires sont en general adaptees a des conditions optimales. Ces races perdent souvent
leurs avantages lorsqu'elles sont placees dans des conditions d'elevage moins favorables
(Simon, 1984).
2.2 Variabilite genetique
Le terme variation se traduit intuitivement par Ie fait que tous les individus ne sent pas
semblables entre eux. Cette difference se situe a differents niveaux et peut etre liee a
differents facteurs. La variation peut exister entre les individus mais egalement entre
populations de differentes regions. On parle alors de variation de groupe ou de variation
geographique. De plus, une part de cette variation n'est pas liee a 1'heredite mais est
simplement due aux diverses reponses phenotypiques d'un meme genotype a des conditions
environnementales ou autres differentes. Bien sur, 11 est important de distinguer la variabilite
non-hereditaire de la variabilite hereditaire, c'est-a-dire la variabilite genetique. En effet, la
variabilite genetique des populations se manifeste par 1'existence, en de nombreux locus, de
differentes formes de ces memes locus. Toutes les formes differentes d'un locus sont appelees
des alleles. De plus, la variabilite est due a la multiplication de ces differents etats alleliques
par mutation, par recombinaison intragenique, etc. Ainsi, la variabilite genetique persiste
dans les populations de generation en generation (Solignac et al, 1995).
La variabilite genetique peut etre quantifiee en utilisant Ie concept de frequence allelique
(Hartl, 1988). Dans un groupe d'individus, la frequence d'un allele donne est simplement la
proportion au locus considere de tous les alleles de ce type. La notion de frequence allelique
est definie plus en details dans la section 2.5.1. De nombreux marqueurs polymorphes, c'est-
a-dire des marqueurs existant sous plusieurs etats alleliques, peuvent etre utilises pour
evaluer la variabilite genetique. Le polymorphisme morphologique (dans Ie cas des bovins:
couleur des poils, forme et couleur des comes, etc.) est un exemple de marqueur qui est
souvent utilise pour classifier les races. Mais ce type de marqueurs est peu informatif et
imprecis puisqu'un phenotype peut etre associe a plusieurs genes. De plus, certains de ces
phenotypes peuvent s'exprimer de fa^on variable. Le polymorphisme des proteines et de
1'ADN presente un plus grand interet. Ces types de polymorphisme seront traites plus en
details dans les sections suivantes.
2.3 Marqueurs proteiques: les lactoproteines
Un certain nombre de marqueurs proteiques polymorphes peuvent etre utilises pour
caracteriser la variabilite genetique des races bovines et les distances genetiques qui les
separent (Baker et Manwell, 1980). II s'agit Ie plus souvent de proteines seriques,
erythrocytaires ou lactoproteiques. Le polymorphisme proteique est caracterise a 1'aide de
techniques d'electrophorese. Les paragraphes suivants decrivent les differentes lactoproteines
retrouvees chez les bovins ainsi que leur polymorphisme.
2.3.1 Description des lactoproteines chez les bovins
Generalement, on classe la portion proteique du lait en deux groupes: les proteines du
lactosemm (soit 1'a-lactalbumine et la P-lactoglobuline) et les caseines. Dans Ie lait des
ruminants, on retrouve quatre caseines: 1'aSi^ l'aS2, la P et la K. Les caseines sont les
proteines majeures du lait. La concentration globale de celles-ci varie entre 25 et 32 g/1 chez
les bovins selon les races (Grosclaude, 1988). Les caseines sont des phosphoproteines qui ont
la propriete de former des micelles. D'ailleurs. c'est la coagulation ou la precipitation de ces
micelles qui permet la fabrication des fromages. Chez les bovins, les genes codant pour les
differentes caseines se regroupent sur Ie meme chromosome (Grosclaude et al, 1964, 1965,
1978; Treadgill et Womack, 1990). On remarque done une tres forte liaison entre ces quatre
loci, contrairement aux genes codant pour les proteines du lactosemm qui sont situees sur des
chromosomes separes (Grosclaude, 1988).
2.3.2 Polymorphisme des lactoproteines
De nombreux travaux ont permis, a 1'aide de differentes techniques d'electrophorese,
d'evaluer Ie polymorphisme des proteines du lait (Ng-ICwai-Hang et Grosclaude, 1992).
Ainsi, la P-lactoglobuline presente environ 6 variants (A, B, C, D, F et G) parmi les
populations de bovins (Aschaffenburg et Drewry, 1955; Bell, 1962, 1981b; Grosclaude et al.,
1966), tandis que 1'a-lactalbumine en compte 3 (A, B et C) (Bell et al., 198 la; Blumberg et
Tombs, 1958). Pour ce qui est des caseines, on retrouve 4 variants (A, B, C, D) (Thompson et
al., 1962; Grosclaude et al., 1966; Bell et al., 1981c) de la caseine aSi ouB et C sont les plus
frequents de fa9on generale. II est a noter que Ie variant A est retrouve principalement en race
Holstein (Kiddy et al., 1968; Li et Gaunt, 1972). Par contre, la caseine 082 est peu
polymorphe puisqu'on retrouve un allele tres largement majoritaire (Ie variant A) amsi que
deux alleles tres rares, les variants C et D, ce dernier qu'on observe en particulier chez
certaines races fran9aises (Grosclaude et al., 1976, 1979). La caseine P a 7 variants (A], A2,
AS, B, C, D et E) (Aschaffenburg et al., 1961, 1968; Peterson et Kopfler, 1966; Voglino,
1972) ou les alleles AI et A2 sont les plus repandus chez les bovins. Finalement, on obsen/e 2
variants de la caseine K (A et B) (Grosclaude et al., 1965) qui sont universellement repandus
chez toutes les races bovines etudiees.
D'un point de vue moleculaire, la grande majorite des variants d'une meme caseine different
entre eux par la substitution d'un ou plusieurs acides amines. Dans seulement deux cas, la
difference est due a une deletion (la caseine aSi A et l'aS2 D) (Ng-Kwai-Hang et
Grosclaude, 1992). Ces differences dans la sequence de la chaine d'acides amines peuvent
affecter les proprietes physico-chimiques des proteines comme, par exemple. Ie mecanisme
de fixation des groupements phosphates dans la formation des micelles de caseines et ainsi
affecter la fabrication des fromages (Grosclaude, 1988). Dans cet optique, il est raisonnable
de penser que Ie polymorphisme des proteines du lait puisse influencer directement ou
indirectement certains traits de production (quantite de lait produit, composition lipidique et
proteique du lait, etc.). C'est pour cette raison que certains chercheurs se sont interesses a
utiliser les lactoproteines comme "marqueurs" (Martin et Grosclaude, 1993). Dans cette
approche, on tente de trouver une correlation entre la presence de tel variant d'une
lactoproteine et un QTL (quantitative trait loci), c'est-a-dire un trait de production. Le but de
cette approche est de pouvoir eventuellement selectionner les porteurs des alleles qui
semblent favorables puisqu'associes a un trait de production eleve. A 1'heure actuelle, les
resultats sont plutot contradictoires et souvent non-comparables entre eux. Cependant, les
chercheurs semblent d'accord sur Ie fait que les variants B de la caseine K et A de la |3-
lactoglobuline soient associes a un contenu proteique plus eleve CNg-Kwai-Hang et al., 1986,
1987; Ng-Kwai-Hang et Grosclaude, 1992; McLean et al., 1984; Rampilli et al., 1988).
Dans un autre ordre d'idees, Ie polymorphisme proteique donne certaines informations sur la
variabilite genetique des races. Cependant, Ie polymorphisme proteique decrit de fa9on
limitee Ie polymorphisme reel de 1'ADN. En effet, 1'etude des differents variants des
lactoproteines, par exemple, nous renseigne seulement sur les regions codantes de 1'ADN
(soit 4% du gene de la caseine K, par exemple) qui, generalement, represente une faible
proportion du gene. De plus, etant donne la degenerescence du code genetique, Ie quart
environ des mutations dans les regions codantes n'ont pas d'effet sur la structure finale de la
proteine. Finalement, les techniques d'electrophorese utilisees pour caracteriser Ie
polymorphisme des proteines les separent selon leur charge nette. Ainsi, une substitution
d'acide amine sur trois seulement se traduit par une variation de la charge nette. Alors, de
fa^on globale, Ie polymorphisme proteique decrit seulement de 2 a 3% du polymorphisme
reel de 1'ADN (Mercier et Grosclaude, 1993). D'ou 1'interet d'utiliser, pour evaluer la diversite
genetique, un marqueur qui decrit mieux Ie polymorphisme du genome dans son ensemble,
soit les microsatellites.
2.4 Marqueurs genomiques
De fa^on generale. Ie polymorphisme de 1'ADN peut etre classe en trois types: les variations
ponctuelles, les rearrangements de sequences et les variations du nombre de repetitions de
sequences anonymes. Une proportion considerable (30 a 40%) du genome des mammiferes
est composee de sequences repetees. Ces sequences sont elles memes classees en trois
categories: les LINES (long interspersed elements), les SINES (short interspersed elements)
(Singer, 1982) et les ADNs satellites. C'est dans ce dernier groupe que se retrouvent les
microsatellites. Les ADNs satellites presente une organisation particuliere. II s'agit de motifs
variants en taille d'un a plusieurs nucleotides et repetes un certains nombre de fois en tandem.
En fait, quatre classes de sequences satellites sont distinguees empiriquement en fonction de
la longueur de 1'unite repetee: les satellites (plusieurs milliers de bases), les midisatellites
(quelques centaines de bases), les minisatellites (quelques dizaines de bases) et enfm les
microsatellites (quelques nucleotides).
2.4.1 Caracteristiques des micro satellites
Les microsatellites sont actuellement les marqueurs de choix dans plusieurs domaines. Mis a
part en genetique des populations ou ils permettent 1'etude de la variabilite genetique, la
consanguinite et Ie flux genetique des populations (Buchanan et al., 1994; MacHugh et al.,
1994, 1997; Moazami-Goudarzy et al., 1997), Us sont tres largement utilises en tant que
marqueurs en cartographie (Bishop et al., 1994). Les microsatellites sont egalement utilises
pour I'identification de genes d'interet medical ou agronomique (QTL: quantitative trait loci).
2.4.1.1 Caracteristiques genetiques
La sequence nucleotidique qui constitue un microsatellite est composee de repetitions en
tandem de trimeres, dimeres ou meme monomeres. C'est Ie nombre de repetitions du motif
qui varie selon les alleles. Hamada et al. (1982) furent les premiers a signaler la presence de
sequences (TG) repetees a des centaines de copies dans la levure et des milliers de fois chez
les vertebres. Les microsatellites sont tres repandus puisqu'on les retrouve chez tous les
eucaryotes etudies jusqu'a maintenant (Tautz, 1989; Weber and May, 1989; Quellar et aL,
1993). Us sont generalement bien distribues dans Ie genome avec des variations selon les
especes. On retrouve, par exemple, un micro satellite (TG)n a tous les 120 a 180 Kb (Steffen
et al., 1993; Vaiman et al., 1994) chez les bovins tandis que la repartition de ce meme type de
micro satellite est de 1 a tous les 30 Kb chez 1'homme (Stalling et al., 1991). Les
microsatellites sont done tres nombreux a 1'interieur du genome (de 30000 a 100000 suivant
les especes) et de nature variable, c'est-a-dire que Ie type de microsatellite ((TG)n, (CA)n,
etc.) que 1'on retrouve Ie plus frequemment varie d'un espece a 1'autre. Ainsi, les
microsatellites de type (TG)n sont les plus frequents chez les bovins, ce qui n'est pas Ie cas
chez 1'homme, Ie rat ou Ie chien, par exemple. Enfm, les microsatellites sont des marqueurs
tres polymorphes par rapport aux autres marqueurs etudies jusqu'a present (polymorphismes
proteiques, groupes sanguins, RFLP). En effet, 80% des sequences microsatellites isolees
sont polymorphes. De plus, on estime que Ie nombre moyen d'alleles par micro satellite est de
6 (Vaiman et al., 1994) a 10 (Bishop et al., 1994).
Le role et 1'origine des microsatellites ne sont pas, a ce jour, clairement etablis. L'apparition
de nouveaux alleles pourrait s'expliquer par Ie glissement de 1'ADN polymerase durant la
replication ou par des crossing over inegaux (Schlotterer et Tautz, 1992). Deux modeles de
mutation sont proposes: Ie SMM (stepwise mutation model) et Ie IAM (infinite allele model)
(Rienzo et al., 1994; Shriver et al., 1993). Dans Ie cas du SMM, qui semble celui qui convient
Ie plus aux microsatellites, les mutations se font par etapes ou il y a un gain ou une perte
d'une seule repetition. Le IAM, pour sa part, implique un nombre infini d'etat allelique ou des
echanges inegaux amenent un tres grand nombre d'alleles de longueurs differentes.
2.4.1.2 Caracteristiques techniques
Mis a part leurs proprietes genetiques, les microsatellites presentent des interets techniques
considerables. En effet. Ie genotypage des microsatellites est base sur 1'utilisation de la
technique PCR (polymerase chain reaction), procedure relativement simple et rapide. De
plus, en combinant la PCR et la detection par fluorescence, plusieurs systemes peuvent etre
etudies simultanement. Enfin, la technique demande une quantite d'ADN tres faible. Ces
caracteristiques techniques favorisent ainsi la realisation d'etudes de populations a grande
echelle.
2.5 Structure et variabilite genetique des populations
L'analyse des donnees tirees d'une etude du polymorphisme de marqueurs proteiques ou de
types microsatellites necessite une approche statistique particuliere. Le but de cette approche
est de caracteriser la variabilite et la proximite genetique des populations d'interet. D'une part,
une premiere analyse statistique nous renseigne done sur la structure et la variabilite
genetique des populations. D'autre part, des calculs de "distances genetiques" permettent de
quantifier les differences entre les populations. Cette section decrira done les methodes
statistiques utilisees pour interpreter les resultats.
2.5.1 Frequences alleliques
La principale valeur qui est a la base de 1'analyse statistique de la variabilite genetique d'une
population est la frequence allelique, soit la proportion de tous les alleles donnes d'un meme
type a un certain locus dans cette population (Hartl, 1988). Les frequences alleliques sont
calculees par comptage direct du nombre d'animaux heterozygotes puis du nombre d'animaux
homozygotes pour 1'allele en question. Ainsi, la frequence d'un allele dans un echantillon est
egale a deux fois Ie nombre de genotypes homozygotes pour cet allele (car chaque
homozygote porte deux copies de 1'allele) plus Ie nombre des genotypes heterozygotes
comportant cet allele (car chaque heterozygote porte une copie) divise par deux fois Ie
nombre total d'individus dans 1'echantillon (parce que chaque individu porte deux alleles a ce
locus). Formellement, la frequence P;^ de 1'allele i au locus k dans la population x est:
p,,=2(nii)+ni,ou
rlKX ~ ~2N
nil est Ie nombre d'animaux homozygotes pour 1'allele i au locus k,
ni est Ie nombre d'animaux heterozygotes pour 1'allele i au locus k
et N est Ie nombre total d'animaux types au locus k avec
ipto=rou
i= 1
\^ est Ie nombre d'alleles au locus k.
La suite de 1'analyse de la variabilite genetique consiste a evaluer Ie taux d'heterozygotie,
1'equilibre d'Hardy-Weinberg et la structure des populations via 1'analyse des F statistiques.
2.5.2 Variabilite et structure des populations
2.5.2.1 Indices de variabilite
La comparaison directe des frequences alleliques n'est pas particulierement facile a realiser. II
existe done des parametres susceptibles de donner, par une valeur globale, les informations
les plus importantes. On retrouve trois parametres: Ie nombre moyen d'alleles par locus, Ie
pourcentage de loci polymorphes et Ie taux moyen d'heterozygotie (Solignac et al., 1995).
Le nombre moyen d'alleles par locus est calcule pour 1'ensemble des locus etudies pour
chaque population. Cependant, Ie nombre absolu d'alleles trouves dans un echantillon depend
de la taille de ce demier: plus elle augmente, plus Ie nombre d'alleles pour Ie meme nombre
de locus sera eleve, des alleles rares etant reveles. Ainsi, ce parametre presente un interet
relativement limite. Le pourcentage de loci polymorphes varie egalement en fonction de la
taille de 1'echantillon. Les alleles rares ne seront detectes que si la taille de 1'echantillon est
suffisamment grande. Ainsi, si on classe de fa9on trop stricte les loci dans une categorie soil
monomorphe ou polymorphe, on risque de les classer dans 1'une ou 1'autre categorie selon la
taille de 1'echantillon ou les hasards de I'echantilloi-mage. Pour eviter cet inconvenient, on se
fixe un seuil de frequence correspondant a la probabilite de detecter les alleles rares, soit 5%.
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Un locus sera polymorphe si 1'allele second en frequence a une frequence superieure a 5%, ou
si 1'allele Ie plus frequent a une frequence inferieure a 95%.
Finalement, Ie taux d'heterozygotie observee est, pour chaque locus, la frequence des
genotypes heterozygotes observes dans 1'echantillon. Un taux d'heterozygotie theorique peut
aussi etre calcule a partir des frequences alleliques determinees pour chaque locus a 1'aide de
la formule suivante:
H=1-E^2
ou P; est la frequence du i allele a ce locus. Cette heterozygotie calculee est une valeur
theorique qui correspond a 1'heterozygotie de la population, en la supposant a 1'equilibre de
Hardy-Weinberg (cette notion sera abordee dans la section suivante). Une moyenne est
ensuite calculee pour chacun de ces taux, observe et theorique, pour 1'ensemble des loci.
Le taux moyen d'heterozygotie est I'indice Ie plus satisfaisant de la variabilite genetique. Sa
valeur numerique depend du nombre de loci polymorphes et de la structure genotypique de
chacun d'eux. Pour un locus donne, la valeur de 1'heterozygotie est maximale lorsque la
frequence des alleles est identique et s'accroit avec Ie nombre d'alleles. Ce maximum est de
(n - l)/n pour n alleles. Get indice de variabilite genetique peut etre generalise dans les cas ou
Ie taux d'heterozygotie n'a pas de sens comme tel, conime dans Ie cas des organismes
haploides par exemple. On parle alors de diversite genique qu'on deflnit comme etant la
probabilite de tirer, au hasard, deux alleles differents a un meme locus (Nei 1978). Ce
parametre est valable quel que soit Ie mode de reproduction et la degre de ploidie.
L'estimation non biaisee est:
,,_2<1-ZFf)
H= V2n-1
ou n est Ie nombre d'individus etudies. Nei (1978) propose d'utiliser cette heterozygotie non
biaisee lorsque Ie nombre d'animaux testes est faible. De plus, on peut noter une correlation
positive entre Ie pourcentage de loci polymorphes et Ie taux d'heterozygotie. En effet, plus la
proportion de locus polymorphe est grande dans une population, plus les individus sont
susceptibles d'etre heterozygotes. Le taux d'heterozygotie depend done du type de marqueurs
utilises.
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Les indices que nous avons definis peuvent done decrire, jusqu'a un certain point, la
variabilite genetique des individus ainsi que des populations que forment ces individus. Bien
que la variabilite genetique d'un individu demeure inchangee tout au long de sa vie
(exception faite d'eventuelles mutations), la constitution genetique d'une population, quaiit a
elle, presente une possibilite de variation dans Ie temps. En effet, les populations subissent
des forces qui determinent leur constitution genetique et tendent a la maintenir ou a la
modifier. Le modele de Hardy-Weinberg, dont il est question dans la section suivante, nous
permet de preciser les facteurs pouvant modifler les constitutions genetiques des populations.
2.5.2.2 Equilibre de Hardy-Weinberg
En 1908, un mathematicien anglais, G.H. Hardy et un medecin allemand, W. Weinberg ont
formule une loi connue sous Ie nom de la loi de Hardy-Weinberg. Selon cette loi, les
frequences alleliques restent stables de generation en generation dans une population diploTde
ideale et ne dependent que des frequences de la generation initiale. Une telle population est
dite en "equilibre de Hardy-Weinberg". De plus, les frequences genotypiques ne dependent
que des frequences alleliques. Dans ce modele, une population diplo'i'de ideale possede les
proprietes suivantes:
1. Elle est de grande taille, idealement de taille infmie. Elle n'est done pas soumise a la
derive genetique;
2. La rencontre des gametes se fait au hasard. Ceci implique que les gametes s'unissent
independamment de leur genotype (paiigamie) et que 1'union des individus des deux sexes
se fait egalement au hasard (panmixie), c'est-a-dire qu'aucun choix de phenotype ou de
genotype ne preside a la formation de couples. Cette propriete est souvent appelee:
"hypothese panmictique";
3. II n'y a pas de migration. Aucune copie allelique n'est apportee de 1'exterieur;
4. II n'y a pas de mutations au sein de la population;
5. Elle ne subit pas de selection;
6. Les generations ne sont pas chevauchantes, c'est-a-dire que les individus de chaque
generation meurent avant que les membres de la generation suivante atteignent 1'age
reproducteur.
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Selon Ie modele de Hardy-Weinberg, les frequences des differents genotypes se calculent de
la fa9on suivante. Considerons, par exemple, un locus a 2 alleles (A et a) possedant
respectivement des frequences p et q oup + q = 1. Pour qu'un individu soit homozygote AA,
il faut qu'il ait re9u un allele A de ses 2 parents. Si les gametes s'unissent au hasard, cet
evenement se realise avec la probabilite:
P(AA)=p.p=p2
Le meme raisomiement s'applique pour Ie genotype aa et
P(aa) = q.q = q2
Enfln, pour Ie genotype heterozygote Aa, deux cas sont possibles. L'individu peut avoir re9u
1'allele A de son pere et 1'allele a de sa mere ou 1'inverse. La probabilite d'obtenir un
heterozygote Aa est done:
P(Aa) = p.q+ q.p = 2pq
Ainsi, dans une population ideale, les proportions de Hardy-Weinberg sont donnees par
AA Aa aa
P2 2pq q2
Cette situation est generalisable a un locus avec plusieurs alleles Al, A2, ... , Ak. Les
frequences des homozygotes AjA, sont egales a
f(A,A,)=p2
et celles des heterozygotes A;Aj sont egales a
f(A,Aj)=2p|pj
La notion d'equilibre de Hardy-Weinberg presente des consequences theoriques importantes.
Ainsi, il est possible de predire, dans une population en equilibre de Hardy-Weinberg, les
frequences des differents genotypes a partir des seules frequences alleliques. De plus, la
segregation mendelierme aleatoire des chromosomes preserve la variabilite genetique des
populations. Puisque les frequences alleliques demeurent stables au cours du temps, une
population diploTde ideale n'evolue pas. Seules les violations des proprietes de la population
ideale permettent Ie processus evolutif, soit un changement des frequences alleliques au sein
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de la population. Done, une perturbation de 1'equilibre de Hardy-Weinberg peut indiquer
1'effet d'un facteur evolutiftel que la consanguinite, la selection, la migration, etc..
Pour verifier qu'une population est en equilibre de Hardy-Weinberg a un locus donne, on
teste, la plupart du temps a 1'aide de la loi du ^ , la disparite des effectifs de genotypes
observes aux effectifs de genotypes theoriques. Le logiciel utilise pour effectuer ces calculs
sera decrit dans Ie prochain chapitre.
Ainsi, la consequence de Faction des facteurs evolutifs est de faire varier Ie taux
d'heterozygotes de la population par rapport a I'equilibre de Hardy-Weinberg. II devient alors
interessant de pouvoir quantifier ces ecarts entre Ie taux d'heterozygotes observe et Ie taux a
1'equilibre. De plus, deux populations d'une meme espece peuvent etre soumises a des
facteurs evolutifs differents et voir leur constitution genetique se differencier 1'une de 1'autre,
ce qui aura egalement un effet sur Ie taux d'heterozygotie et sur 1'equilibre de Hardy-
Weinberg. Tous ces ecarts par rapport a 1'equilibre de Hardy-Weinberg peuvent etre
quantifies a 1'aide de la statistique hierarchique des coefficients F.
2.5.2.3 Structure des populations (Fstatistiques)
On distingue trois niveaux de complexite dans une population subdivisee: les individus (I),
les sous-populations (S) et la population totale (T). Dans notre contexte, nos trois races
representent les sous-populations et 1'ensemble de ces trois races represente la population
totale. L'heterozygotie de chacun de ces trois niveaux est definie par les parametres suivants:
Hi,HsetHT(Wright,1978).
Hj est 1'heterozygotie moyenne des individus sur 1'ensemble des sous-populations. Hi
represente egalement 1'heterozygotie moyenne observee, pour 1'ensemble des genes (ou locus)
d'un individu. C'est aussi la probabilite d'heterozygotie en un locus pris au hasard. Ainsi, si H^





H§ est 1'heterozygotie attendue par individu pour chaque sous-population (race), en la
supposant a 1'equilibre de Hardy-Weinberg. Hg represente egalement 1'heterozygotie attendue
dans une sous-population supposee a 1'equilibre de Hardy-Weinberg ou P; est la frequence du
ie allele. Soit pour la Se population:
Hs-1-S^s
i




Enfm, HT represente 1'heterozygotie attendue par individu, en supposant la population globale
a 1'equilibre de Hardy-Weinberg. C'est aussi 1'heterozygotie attendue si toutes les sous-
populations etaient regroupees en une seule unite panmictique. Si 1'on note p la frequence
moyenne de 1'allele A, sur 1'ensemble des x sous-populations, on obtient:
HT=1-SR2
I
Trois indices sont defmis a partir de ces heterozygoties: Fjs, ¥^ et F^. Ces trois indices
mesurent 1'ecart de 1'heterozygotie par rapport a 1'equilibre de Hardy-Weinberg a differents
niveaux. Le premier indice, Fjs est defini par la relation:
_Hs_-H,
rIS=-1E~
Cet indice mesure la reduction eventuelle d'heterozygotie des individus a 1'interieur de leur
sous-population. II est egalement appele coefficient de consanguinite. Dans des conditions ou
il y a consanguinite (lien de parente entre individus possedant un ou plusieurs ancetres
communs), 1'indice Fjs est positif et indique un deficit en heterozygote. Evidemment, 1'indice
sera egale a zero si les sous-populations sont a 1'equilibre de Hardy-Weinberg. En revanche,
si F^§ est negatif, les sous-populations presentent un exces d'heterozygotes.
15





F§T est appele indice de fixation et correspond a la reduction d'heterozygotie dans les sous-
populations, liee aux differences de frequences alleliques moyennes. FgT est nul lorsque
toutes les sous-populations out les memes frequences alleliques et sont a 1'equilibre. Dans Ie
cas contraire, Veffet Wahhmd implique que H^ soit plus grand que H§ et done F§T sera positif.
Id, il convient d'expliquer que 1'effet Wahlund (1928) est une reduction d'heterozygotie de la
population totale qui s'observe lorsqu'il existe une divergence des frequences alleliques entre
les sous-populations. Ces differences de frequences alleliques moyennes sont generalement
induites par 1'effet de la derive genetique. L'indice de fixation mesure done la differenciation,
1'effet de subdivision entre populations.
Enfln, la reduction d'heterozygotie globale entre 1'individu et la population globale theorique
est donnee par 1'indice:
R_HT-H,F'T=-"H7
Les trois indices sont lies par la relation:
(!-FlT)=(l-FisX1-FST)
Si toutes les sous-populations sont bien a 1'equilibre de Hardy-Weinberg, on a Fjg = 0, et done
FST = ^IT- S1 e^es sont toutes a 1'equilibre de Hardy-Weinberg et ont les meme frequences
alleliques, F^g et F§T sont nuls et Fi-p 1'est aussi. La division en sous-populations n'existe plus
en fait et la population globale est a 1'equilibre de Hardy-Weinberg .
Comme il a ete mentionne plus haut, 1'indice ¥^ permet de quantifier Ie degre de
diversification genetique entre races. D'autres indices ont ete proposes pour mesurer la
distance genetique entres differents groupes. Ces notions de distance genetique seront
developpees dans la prochaine section.
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2.6 Variabilite inter-races
Nous avons choisi deux fonctions de distance: celle de Cavalli-Sforza (1967) et celle de Nei
(1974). Une fois les distances entre races calculees, il reste a les representer graphiquement
sous forme de phenogrammes. Deux methodes de constructions de phenogrammes ont ete
retenues: la methode UPGMA (Sokal et Michener, 1958) et la methode du Neighbor-joining
(Saitou et Nei, 1987). De plus, nous avons utilise Ie test du bootstrap (Felsenstein, 1985) afln
de verifier la fiabilite des arbres obtenus. Les paragraphes suivants decriront ces methodes.
2.6.1 Distances genetiques
Le but des calculs de distances genetiques est de quantifier les differences entre des groupes
d'individus (des races dans notre cas). Chaque groupe est defini par un certain nombre de
criteres (les frequences alleliques, par exemple) a partir desquels la proximite ou
1'eloignement entre ces groupes est estime. La notion de "distance" revient a reduire les
donnees en une seule valeur qui caracterise la distance qui separe les differents groupes.
La fa9on classique de calculer une distance genetique est de la representer telle que nous la
concevons dans un espace a trois dimensions. Ainsi, dans un espace tridimensionnel, un point
possede trois coordonnees qui Ie positionne dans 1'espace. II est alors possible de calculer la
distance euclidienne entre deux points en utilisant Ie theoreme de Pythagore. Partant de ce
principe, on peut se representer une race, par exemple, comme un "objet mathematique"
deflni dans un espace a n dimensions dont les coordonnees sont les frequences alleliques. II
s'agit alors d'extrapoler les principes de geometrie pour calculer un nombre qui prend Ie
"sens" d'une distance. La notion de distance genetique comporte done une part d'arbitraire et
demeure quelque peu abstraite. De nombreux auteurs se sont interesses aux proprietes que
doit respecter une fonction d pour etre consideree comme une fonction de distance. Gregorius
(1984), par exemple, en enumere huit en tout. La plupart de ces proprietes s'appliquent
intuitivement aux distances classiques telle que nous les concevons dans notre espace
tridimensionnel. L'inegalite du triangle qui implique qu'il soit plus court de passer
directement de X a Y que de passer par un intermediaire Z, en est un exemple. D'autres
proprietes presentent plutot un interet pratique (que d soit bomee superieurement) ou une
appreciation theorique (que d soit maximum si les deux populations n'ont pas d'alleles en
commun, que d ne depende que des alleles communs aux deux populations, etc.). La
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description detaillee de toutes les proprietes proposees par Gregorius depasse 1'objet de ce
memoire. Notons simplement que les nombreuses fonctions de distance qui existent dans la
litterature ne respectent pas necessairement toutes ces proprietes mais que celles-ci ne
semblent pas toujours justifiables pour toutes etudes de populations. II s'agit alors de tenir
compte des proprietes particulieres de chaque calcul de distance pour 1'interpretation des
resultats.
2.6.1.1 Distance de Cavalli-Sforza (1967)
Le principe generale, qui est a la base de la fonction de distance de Cavalli-Sforza, est Ie





Ces vecteurs correspondent, dans un espace a / dimensions, a des points se depla9ant sur la
portion d'hyperplan (si / = 2). Si 1 = 2, c'est-a-dire si on considere 2 alleles (A et B), par
exemple, 11 s'agit d'un segment de droite AB situe dans Ie premier ^quadrant.
A
B
On peut songer a mesurer 1'ecart entre deux vecteurs (xy) par 1'angle 6 qu'ils forment. Mais un
meme ecart entre x et y sur la droite AB correspond a un angle 9 d'autant plus petit que x et y
sont proches de Aou de B. En fait, pour que cette distance reste inchangee, il faut que 1'angle
6 reste Ie meme. Ceci est vrai si les vecteurs (xy) sont de memes longueurs. Pour cela, il faut
que ces points se deplacent sur une portion d'hypersphere. En effectuant un changement de
variable qui remplace les elements de x et y par leurs racines carrees, de nouveaux vecteurs
sont obtenus. Us correspondent a des points se depla^ant dans un espace a / dimensions sur la
portion d'hypersphere de rayon 1 .
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Si / = 2, il s'agit de la portion AB du cercle de rayon 1 situe dans Ie premier quadrant.
B
Partant de ce concept, la distance entre X et Y (appelee dcorde) est calculee a 1'aide des
principes de la trigonometrie. La methode de calcul est evidemment extrapolee dans Ie cas
d'un espace a / dimensions ou / represente Ie nombre de frequences alleliques caracterisant les
races etudiees. Les details de ces calculs depassent Ie cadre de ce memoire. Enfin, Cavalli
Sforza et Bodmer (1971) ont cherche a correler cette distance a un parametre de genetique
des populations: la variance de Wahlund. Cette variance (f@) represente une mesure de
1'heterogeneite entre des populations evoluant independamment. Us obtiennent alors la









L'utilisation des mesures de distances et de diversite de Net se justifie par leur signification
biologique (Net, 1972, 1978; Nei et Roychoudhury, 1978). En effet, ces distances sont basees
sur la probabilite d'identite des genes et done etroitement associees a la definition du




II s'agit de 1'indice de similarite de Sneath (Sneath et Sokal, 1973). Nei (1972) propose de
normaliser cet indice pour qu'il soit compris entre 0 et 1.
/JXJY
Ik k- . . k- _ ^
avec ;.„. _ ^ p., p.. , ... = v p.2. et „. ^ v p.2. ou:JXY = L h(x IY ' JX = Z. FiX " JY = 2^ ^Y
i=1 i=l i=l
jx est la probabilite de tirer dans la population X deux alleles identiques, jy est la probabilite
de tirer dans la population Y deux alleles identiques et j^y la probabilite d'identite d'un allele
tire dans X et d'un allele tire dans Y. Ainsi, 1=0 quand les populations n'ont pas d'alleles en
commun et I == 1 quand les populations sont identiques. Nei exprime ensuite la distance
standard D par:
D= -ln(I)
Ainsi, si 1=0 alors D=mfini et si 1=1 alors D=0. De plus, D correspond au nombre moyen de
substitutions alleliques survenues a ce locus depuis la separation des deux populations.
2.6.2 Principe de construction de phenogrammes
Les phenogrammes sont des diagrammes qui traduisent Ie degre de similitude entre les
groupes. Us refletent une ressemblance globale, quelque soit son origine. En effet. Ie degre de
similitude n'est pas necessairement Ie reflet du degre de parente. La ressemblance entre les
groupes peut etre due aussi bien au partage de caracteres herites d'un ancetre commun proche
qu'au partage de caracteres herites d'un ancetre plus lointain (homologie). Ou bien, 1'identite
de caracteres peut etre due a 1'apparition independante de caracteres similaires (homoplasie).
En fait. Ie phenogramme peut etre considere comme representant correctement \£iphylogeme
du groupe seulement si les taux d'evolution sont constants dans les diverses lignees et au
cours du temps. Quoi qu'il en soit, on considere que plus la ressemblance entre deux unites
evolutives, par exemple la race, est importante, plus la parente entre elles a des chances d'etre
proche.
II existe differentes methodes phenetiques qui se distinguent par leurs hypotheses evolutives
et leurs algorithmes. Nous avons utilise les methodes du Neighbor-Joining (NJ) (Saitou et
Nei, 1987) et du Unweighted Pair Group Method Analysis (UPGMA) (Sokal et Michener,
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1958). Ces methodes sont dites agglomeratives parce qu'elles regroupent les populations en
partant des plus ressemblantes pour aller jusqu'aux moins ressemblantes. Ainsi, dans une
premiere etape, les populations les plus ressemblantes sont recherchees et regroupees. Une
nouvelle matrice de distances est alors calculee. Le mode de calcul de cette nouvelle matrice
varie d'une methode a 1'autre. Dans la methode UPGMA, chaque nouvelle distance est
obtenue en calculant une moyenne ponderee par Ie nombre de populations considerees. Le
processus est poursuivi jusqu'a ce que toutes les populations soient regroupees en une seule
population hypothetique. La methode du NJ est tres semblable a la methode UPGMA. De la
meme fa9on, dans une premiere etape, les deux unites evolutives (UE) les plus proches sont
recherchees et regroupees. Considerons qu'il s'agit de X et Y. Une nouvelles matrice de
distance est ensuite calculee, apres avoir retire X et Y pour les remplacer par 1'unite evolutive
hypothetique a (UEHa). Les distances de cette UEHa aux autres UE sont celles preconisees
par Fitch et Margoliash (1967);
daK = ^(dXK+dYK -dXY)
Le processus est poursuivi ainsi jusqu'a ce que toutes les UE soient agglomerees.
2.6.3 Fiabilite des arbres
Le test du Bootstrap est utilise pour evaluer la confiance que 1'on peut accorder a un arbre
(Felsenstein, 1985; Wu, 1986)). Cette methode suppose que les caracteres ont evolue
independamment les uns des autres et suivent une meme loi de distribution. II s'effectue par
re-echantillonnage des caracteres avec remise. Un tirage au hasard avec remise de k
caracteres parmi les K constituant les donnees est effectue. Un arbre est construit apres
chaque re-echantillonnage, ce processus etant reitere 500 fois, par exemple. Un arbre de
consensus synthetise les 500 arbres ainsi obtenus, permettant de visualiser leurs
concordances. Dans la representation donnee, chaque noeud (regroupement) est accompagne
de son pourcentage d'apparition. En principe, un noeud est considere comme significatif s'il
apparait dans 95% des arbres. Cependant, dans la litterature concernant 1'etide de races et
non d'especes (Machugh et al., 1994; Bowcock et al., 1994), Ie seuil de stabilite du noeud est
en general fixe a 75%, les valeurs inferieurs a 50% etant a considerer avec prudence.
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CHAPITRE 3 - MATERIELS ET METHODES
3.1 Echantillonnage
Des echantillons de sang et de lait de differents troupeaux de race Canadienne, Holstein et
Suisse-Brune ont ete preleves (Tableau 1). Afm d'obtenir une representation la plus fidele
possible de la variabilite genetique des races etudiees, les animaux ont ete choisis de fa9on a
ce qu'ils soient non-apparentes jusqu'a la deuxieme generation (c'est-a-dire qu'ils n'aient ni
parents, m grand-parents en commun). Le choix des individus de la race Canadienne et
Suisse-Brune a ete realise par 1'equipe de Christian Hansen (1997) en se basant sur les
genealogies foumies par la Canadian Livestock Records Corporation (CLRC). II est
interessant de signaler que les echantillons recoltes au sein de la race Canadienne
representent une tres graiide proportion des families existantes. Enfln, Ie choix des
echantillons appartenant a la race Holstein a ete fait a 1'aide des genealogies foumies par
1'Association Holstein du Canada.
3.1.1 Preparation des echantillons de lait
La methode qui a ete utilisee la plupart du temps consiste a diluer les echantillons de lait dans
une solution d'uree 8M (dilution 1/4, concentration finale de 1'uree = 6N). Cependant, 11 a ete
necessaire de lyophiliser une partie des echantillons pour faciliter leur transport. Le lait ainsi
traite a ete redilue dans de 1'uree 8M. De plus, il est preferable dans certains cas de ne deposer
qu'uniquement les caseines prealablement precipitees, pour ainsi faciliter la lecture des gels.
En effet, les proteines du lacto serum (a lactalbumme et p lactoglobuline) migrent dans la
meme region que la P caseine (Seibert et al., 1985), ce qui complique la lecture. Le principe
de cette methode consiste a abaisser Ie pH du lait pour faire precipiter les caseines. Un
volume de 1,5 ml de lait est pipette dans un tube eppendorf et centrifiige a 12000 RPM
pendant 2 min. Une grande proportion de gras est retires puis 1 ml de lait est transfere dans
un autre
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tube. Le lait est repris dans 50 [i\ d'acide acetique 20 % et incube a 37 °C pendant 5 min.
L'incubation terminee, 50 ^il d'acetate de sodium 20 % sont ajoutes avant une deuxieme
incubation de 5 min a 37 °C. Les tubes sont ensuite centrifuges a 12000 RPM pendant 2 min.
La couche de gras est de nouveau aspiree ainsi que Ie surnageant qui contient Ie lactoserum.
Le culot de caseines est resuspendu dans 1 ml d'eau. On procede ensuite a une nouvelle
centrifugation a 12000 RPM pendant 2 min. Le sumageant est de nouveau elimine. Cette
derniere operation est reprise en ajoutant 1 ml d'eau puis en centrifugeant. Une fois Ie
sumageant retire, on precede a la resolubilisation du culot de caseine. Apres avoir ajoute 40
[il de NaOH 0,2 N au culot, celui-ci est resuspendu. Le volume de la solution est ensuite
augmente de 260 ^1 d'eau et de 100 [i\ de NaOH 0,2 N. Le tube est fmalement vortexe puis Ie
volume de la solution est complete a 1 ml.
3.1.2 Extraction d'ADN
L'extraction de 1'ADN genomique a ete fait a partir d'echantillons de sang. La technique du
"Wizard Genomic DNA Purification Kit" de Promega a ete utilises selon Ie protocole
propose. La concentration ainsi que 1'etat de chacun des ADN extraits ont ensuite ete verifies
sur gel d'agarose 1% sur lequel a migre conjointement Ie marqueur de taille ^HindIII.
3.2 Analyse du polymorphisme des caseines
3.2.1 Electrophorese a focalisation isoelectrique (IEF)
3.2.1.1 Principe de la methode
Des gels d'electrophorese a focalisation isoelectrique (IEF) ont ete utilises pour identifier les
differents variants caseiques des individus echantillonnes. Ces variants different entre eux par
leur point isoelectrique (pl), c'est-a-dire Ie pH ou la proteine a une charge neutre. Ainsi, pour
distinguer les variants, il s'agit de faire migrer les caseines dans un gradient de pH forme a
1'aide d'ampholites sur un gel de polyacrylamide. Ainsi, la migration des proteines cesse
lorsque celles-ci atteignent Ie pH correspondant a leur point isoelectrique.
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Un appareil Multiphor II a ete utilise pour realiser les gels d'electrophorese IEF. Le protocole
suivant s'inspire fortement de celui propose par Seibert et al. (1985).
3.2.1.2 Preparation du gel
La migration des echantillons se fait sur un gel de polyacrylamide 5,4%. Lors de la
preparation d'un gel, 1'une des deux plaques de verre (celle qui sera en contact avec Ie gel) est
traitee avec du dimethyldichlorosilane en suivant les indications du fabriquant (Pharmacia).
Trois ampholites sont ajoutes a 17 ml d'une solution d'acrylamide, bis-acrylamide et d'uree
(5,2%-0,16%-8M), soit 200 [i\ de 1'ampholite de pH variant entre 4,2 et 4,9, 150 ^1 de
1'ampholite pH 2,5-5 et 50 [i\ de 1'ampholite pH 5-6,5. On ajoute ensuite 20 pl de TEMED et
40 [il d'une solution de persulphate d'ammonium 10% (preparation extemporannee) pour
permettre la polymerisation du gel d'acrylamide. La solution est immediatement injectee
entre les deux plaques soit avec une sermgue ou avec un cylindre gradue selon Ie type de
plaques utilisees.
3.2.1.3 Migration des echantillons
Les echantillons dilues 1:4 dans 1'Uree 8M sont prepares a etre deposes sur gel en ajoutant du
mercaptoethanol (concentration finale de 3% v/v). Le gel est libere des plaques de verre et
place avec la feuille de plastique qui Ie supporte sur la plaque de migration de 1'appareil
Multiphore II. On place ensuite sur Ie gel les meches prealablement trempees soit dans une
solution basique (NaOH, 0,1 N) pour la cathode. soit dans une solution acide (H3P04, 0,1 N)
pour 1'anode. Une prefocalisation est effectuee atm de faire migrer les ampholites pour ainsi
former Ie gradient de pH dans Ie gel. La puissance est reglee all watts. On laisse migrer les
ampholytes environ 5 min ou jusqu'a ce que Ie voltage atteigne 700 volts. Un volume de 6 |il
de chacun des echantillons est alors depose via de petits papiers filtre sur Ie gel. Une courte
migration de 5 min all watts permet de faire entrer les echantillons dans Ie gel. La migration
s'effectue a 22 watts pendant 1 h 20 min, tout en maintenant la temperature a 15° C.
3.2.1.4 Coloration du gel
Une fois la migration terminee, Ie gel est place dans une solution d'acide trichloroacetique
(TCA) 10% pendant au moins 1 heure pour precipiter les proteines. Apres avoir retire Ie
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TCA, Ie gel est recouvert de colorant (Bleu de comassie 0,16%, 30% MeOH, 10% acide
acetique) et laisse sous agitation pendant 5 min environ. Le gel est ensuite decolore pendant 2
heures par lavage dans une solution: 26% MeOH, 8% glycerol et 8% acide acetique. Le gel
est ensuite seche ou place dans une enveloppe de plastique.
3.2.2 Autres methodes
Nous avons analyse Ie polymorphisme des caseines de certains echantillons dont Ie lait etait
manquant (tarissement de la vache choisie, mainmite, etc.) a partir de leur ADN. Ainsi, apres
PCR (Polymerase Chain Reaction), ces echantillons ont ete etudies en utilisant les techniques
de SSCP (single-strand conformation polymorphism) ou d'ACRS (amplification created
restriction sites).
Le but de la PCR est d'obtenir rapidement une tres grand nombre de copies d'un segment
specifique d'ADN. Cette technique est rendue possible grace a 1'emploi d'une ADN
polymerase thermoresistante, la Taq polymerase. En effet, cette enzyme dont la temperature
optimale d'action se situe aux environs de 70 °C, peut resister aux temperatures de
denaturation de 1'ADN. De plus, la mise en oeuvre de la technique implique 1'emploi de deux
amorces oligonucleotidiques dont les sequences sont respectivement complementaires a des
sequences situees en amont et en aval du fragment que 1'on desire amplifier. Ainsi, la
technique PCR comporte trois etapes: la denaturation de 1'ADN, ou la temperature du
melange reactionnel est porte a 94°C, 1'hybridation des amorces (entre 50 et 65°C) et
1'extension des brins d'ADN (72°C). Ces trois etapes forment un cycle qui est repete une
trentaine de fois, ce qui permet la synthese de plusieurs fragments doubles brins dans lesquels
sont incluses, aux extremites, les amorces d'extension.
3.2.2.1 SSCP (single-strand conformation polymorphism)
3.2.2.1.1 Principe
La technique du SSCP est basee sur Ie fait que la migration d'un fragment d'ADN simple brin
sur un gel non-denaturant est influencee par la sequence de ce fragment. Ainsi, deux
fragments de taille identique migreront, en principe, plus ou moins vite sur un gel non
denaturant selon la conformation particuliere que prendra ces fragments en fonction de leurs
26
sequences respectives. Ce principe est applique suite a 1'ampliflcation par PCR de la region
contenant la mutation connue des variants a discriminer. Dans notre cas, les variants A et B
du locus de la caseine K ont ete differencies grace a cette technique.
3.2.2.1.2 Protocole
La premiere etape consiste a amplifier par PCR la region du genome contenant la mutation.
Le volume reactionnel contient 1 [ig d'ADN, 0,2 mM de dNTP (dATP, dCTP, dTTP et
dGTP), 50 mM de MgCl^, 1 nMol de chacune des amorces (voir tableau 2), 0,625 U de Taq
Polymerase ainsi que du tampon PCR (Tris-HCl 10 mM, KC1 50 mM) pour un volume total
de 25 jjl Le programme PCR est Ie suivant: 1'ADN est d'abord denaturee a 94°C pendant 3
min avant de subir 40 cycles d'amplification. Chaque cycle comprend une denaturation de
30s a 94 °C suivi d'une hybridation a 55 °C pendant 30 s puis d'une elongation a 72 °C
pendant 1 min. L'ADN est laissee encore 5 min a 72 °C apres les cycles d'amplification.
La seconde etape consiste en la migration des echantillons dans un gel de polyacrylamide non
denaturant. Un [i\ du produit d'amplification est melange avec 20 p.1 de tampon de depot
(US: 40% sucrose, 0,01% de bleu de bromophenol, 0,01% xylene cyanol). Apres
denaturation a 97 °C pendant 3 min, les echantillons sont deposes sur un gel de
polyacrylamide 12% (acrylamide-bisacrylamide 100:1) contenant du tampon TBE (Tris,
Borate, EDTA). Un gel de retardement de 2 cm contenant 50% formamide est inclus pour
prevenir completement la rehybridation de 1'ADN simple brin durant la phase initiale de
1'electrophorese. La migration est effectuee a 300 V pendant 16 h en maintenant la
temperature du gel a 15 °C sur un appareil d'electrophorese BioRad Protean II. Une fois
1'electrophorese terminee, Ie gel est colore a 1'argent.
3.2.2.2 Methode du ACRS (amplification created restriction sites)
3.2.2.2.1 Principe
La methode ACRS est elle aussi basee sur la technique PCR. Elle consiste a introduire
artiflciellement un site de restriction discriminant pendant I'ampliflcation par PCR (Haliassos
et al., 1989). La methode peut s'appliquer a n'importe quelle mutation ponctuelle, a condition
bien sur qu'un site de restriction puisse etre introduit par mutagenese dirigee et que ce site
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Tableau 2. Liste des amorces utilisees pour la methode du SSCP
Nom de 1'amorce Locus Position Sequence 5'->3'
CASKS6 Kcasnt 10551 lUlCjClCjA(jTAGU'lAlCCiACj'l"lAlGCj
CASKA7 Kcas nt 11004 GCGTTGTCTTCTTTGATGTCTCCTTAG
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soit specifique a un des deux alleles que 1'on veut discriminer. L'introduction du site de
restriction depend de 1'amorce 3' qui contient un nucleotide non apparie. La distinction des
variants est realisee suite a la digestion du produit PCR et a la migration des fragments sur
gel d'agarose. Ainsi les variants B et C de la caseine aSl et les variants Al, A2 et B de la
caseine P ont ete etre differencies de cette fa9on (Lien et al., 1992, 1993).
3.2.2.2.2 Protocole
Deux reactions PCR sont realisees. La premiere permet d'amplifier la region d'interet du
genome. La seconde permet d'introduire Ie site de restriction. Le volume reactionnel de la
premiere PCR contient 400 ng d'ADN, 0,2 mM de dNTP (dATP, dCTP, dTTP et dGTP), 1,5
mM de MgC^, 1 nMol de chacune des amorces, 0,625 U de Taq Polymerase ainsi que du
tampon PCR IX (Tris-HCl 10 mM, KC1 50 mM) pour un volume total de 25 pl. La seconde
PCR est identique a 1'exception qu'elle est realisee avec 6 ^il de la premiere PCR. La liste des
amorces utilisees est presentee dans Ie tableau 3. Le programme est Ie meme quelque soient
les amorces. L'ADN est d'abord denaturee a 94°C pendant 3 min avant de subir 40 cycles
d'amplification. Chaque cycle consiste a une denaturation de 30 s a 94 °C suivi d'une
hybridation a 55 °C pendant 30 s puis d'une elongation a 72 °C pendant 1 min. L'ADN est
laissee encore 1 min a 72 °C apres les cycle d'ampliflcation. On procede a la digestion des
differents amplicons a 1'aide de leurs enzymes respectives tel que decrit par Ie fabricant (New
England Biolabs). Le tableau 3 presente les differentes enzymes de restriction a utiliser selon
les amorces. Finalement, on precede a la migration des fragments sur gel d'agarose 3 % avec
un voltage de 90 V pendant 40 min. Les bandes sont revelees aux U.V. grace au bromure
d'ethidium.
3.3 Analyse du polymorphisme des microsatellites
3.3.1 Principe
La variabilite genetique des individus se mesure a 1'aide du nombre de repetitions du motif
des microsatellites qui differe d'un allele a 1'autre. Ainsi, pour reperer les alleles d'un
microsatellite, il s'agit d'amplifier par PCR une region du genome qui Ie contient. La taille
des amplicons est determinee par electrophorese en gel d'acrylamide. Deux approches, 1'une
fluorescente (necessitant un automate d'analyse d'ADN) et 1'autre radioactive, ont permis de
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Tableau 3. Liste des amorces utilisees pour la methode du ACRS























Hphl dans Ie variant B
0m
Taqldans les variants Al et B
BstNI dans les variants Al et A2
La base qui est soulignee permet de creer Ie site ACRS.
mettre en evidence Ie polymorphisme des microsatellites. Ainsi, 1'appareillage utilise pour
1'approche fluorescente est un automate d'analyse d'ADN de type 373 A (Applied Biosystem)
compose d'un module d'electrophorese et d'un logiciel Ie "GeneScan" developpe sur
"Macintosh". II permet Ie depot de 36 echantillons differents par gel et la mise en evidence
simultanee du polymorphisme de plusieurs microsatellites (une dizaine) par animal et par gel.
Au niveau de 1'automate, pendant la migration, les fluorophores sont excites par un rayon
laser qui balaie la partie inferieure du gel (voir Figure 1). Us emettent alors une lumiere de
longueur d'onde specifique. Celle-ci passe a travers une roue a filtre avant d'etre reprise par
un tube photomultiplicateur qui la convertie en signal electrique. Les donnees brutes sont
ensuite transmises a un ordinateur. Un logiciel, Ie GeneScan 373, reconstruit 1'image du gel
(voir Figure 2). Avec 1'approche radioactive, un ensemble classique de materiel
d'electrophorese dans lequel 60 echantillons differents peuvent etre deposes par microsatellite
est utilise. Le polymorphisme d'un seul (trois au maximum) microsatellite par animal et par
gel peut etre detecte. Par ailleurs, la determination de la longueur exacte des differents alleles
s'effectue en fluorescence, a partir de 1'ADN du phage lambda digere par 1'enzyme Pst\,
marque par un fluorophore (rouge dans notre cas). Ce standard comigre avec les echantillons.
En radioactivite, c'est la sequence du bacteriophage Ml 3, depose dans des puits adjacents aux
echantillons qui est utilisee.
Ces microsatellites ont ete deniches au niveau du genome bovin par differents chercheurs a
1'aide d'une technique d'hybridation. En effet, des banques partielles d'ADN genomique ont
ete criblees avec des sondes oligonucleotidiques de synthese complementaires a la sequence
des micro satellites recherches. Les sondes qui ont ete choisies par les differentes equipes
sont, en general, des poly TG et TC. Les clones plasmidiques ayant integre un insert
contenant un microsatellite ont ensuite ete sequences. Finalement, des couples d'amorces
oligonucleotidiques ont ete definis a partir des sequences flanquant les microsatellites.
3.3.2 Choix des microsatellites
Le choix des microsatellites a ete effectue en fonction de leurs caracteristiques genetiques
(polymorphisme, localisation, etude prealable dans d'autres populations) et de leurs
caracteristiques techniques (aptitude a I'amplification, lecture aisee des resultats). De plus, 11







Figure 1. Schema general du sequenceur 373A
rn
rn
Figure 2. Exemple de 1'image d'un gel obtenu avec GeneScan
Food and Agriculture Organisation (F.A.O.) (1993) (HTTP://lldae.fao.org/dad-
is/data/molecula/madad.htm) pour I'analyse de la diversite des races bovines. Ces marqueurs
correspondent egalement aux criteres determines lors de la conference de Dublin en 1995. Us
sont localises sur des chromosomes differents afm de representer 1'ensemble du genome (voir
Tableau 4). L'unite de repetition de la plupart des microsatellites que nous avons etudies etait
de 2 bases. La mise au point des conditions de PCR des 14 couples d'amorces utilises pour ce
travail a ete effectuee par K. Moazami Goudarzi (INRA, Jouy-en-Josas, France).
3.3.3 Amplification PCR
L'appareil PCR qui a ete utilise est de marque Perkin Elmer, modele Cetus 9600. Un
sequenceur automatique modele 373A a egalement ete utilise.
Les produits d'amplification ont ete marques selon deux principes differents, soit en
fluorescence ou soit en radioactivite (35 S). En fluorescence, seule une des deux amorces est
marquee en 5'. Ceci implique que seulement un des deux brin d'ADN resultant de la PCR sera
marque et done detecte au niveau du gel d'electrophorese d'acrylamide. Quatre fluorophores
de couleurs differentes peuvent etre utilises. Le volume reactionnel de la PCR contient 100 a
200 ng d'ADN, 125 [iM de dNTP (dATP, dCTP, dTTP et dGTP), 1,5 mM de MgCL,, 15
pMol de chacune des amorces, 0,375 U de Taq Polymerase ainsi que du tampon PCR IX
(Tris-HCl 10 mM, KC1 50 mM) pour un volume total de 15 [i\. La "PCR radioactive" quant a
elle permet de marquer les deux brins d'ADN. En effet, au cours de cette PCR, un des
desoxyribonucleotides (dATP) est substitue par son equivalent radioactif ((a-35S)-ATP).
L'epitope radioactif est done incorpore tout au long de la synthese d'ADN. Notons que seul Ie
systeme d'amplification concernant Ie micro satellite ESTRA 16 a ete utilise en radioactivite. Le
volume reactionnel de la PCR contient 100 a 200 ng d'ADN, 25 ^iM des trois
desoxynucleotides: dCTP, dGTP et dTTP, 2,5 ^iM dATP et 1 [iCi de (a-35S)-dATP, 1,5 mM
de MgCl^, 15 pMol de chacune des amorces, 0,375 U de Taq Polymerase ainsi que du
tampon PCR IX (Tris-HCl 10 mM, KC1 50 mM) pour un volume total de 15 [i\.
Les conditions d'amplification sent identiques en fluorescence ou en radioactivite. Ainsi,
1'ADN est dans un premier temps denature 5 min. a 94 °C pour ensuite subir trente cycles
d'ampliflcation. Les tubes sont alors portes a 72 °C pendant 1 min. pour une demiere
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Tableau 4. Liste des microsatellites utilises
Mom Amorces
5'->3'




























Chr 2 4-tet (vert) Mommens et al.
(1994)
Chr 4 6-fam (bleu) Vaiman et al. (1994)
Chr5 4-tet(vert) Steffenetal. (1993)
Chr6 4-tet(vert) Levesiel etal. (1994)
Chr 9 6-fam (bleu) Steffen et al. (1993)
Chr 9 4-tet (vert) Mommens et al.
(1994)




Fait parti du pannel de Dublin, 1995
Tableau 4. Liste des microsatellites utilises (suite)
Nom Amorces
5'->3'






INRA005* CAATCTGCATGAAGTATAAATAT 163-131 17
CTTCAGGCATACCCTACACC
HEL1* CAACAGCTATTTAACAAGGA 118-102 9
AGGCTACAGTCCATGGGATT
INRA35* ATCCTTTGCAGCCTCCACATTG 127-101 14
TTGTGCTTTATGACACTATCCG
INRA63* ATTTGCACAAGCTAAATCTAACC 187-171 9
AAACCACAGAAATGCTTGGAAG
HEL5* GCAGGATCACTTGTTAGGGA 195-175 11
AGACGTTAGTGTACATTAAC
INRA16 ACGCAGACCTTAGCATAGGA 155-135 11
GTCGCAATGAGTTGGACACAAC
Chr 11 — 6-fMh (bleu) Vaimanet al.^1994)
Chr 12 5-hex (jaune) Vaiman et al. (1992)
Chr 15 5-hex (jaune) Kaukinen et Varvio
(1993)
Chr 16 6-fam (bleu) Vaiman et al. (1994)
Chr 18 5-hex (jaune) Vaiman et al. (1994)
Chr 21 4-tet (vert) Kaukinen et Varvio
(1993)




Fait parti du pannel de Dublin, 1995
elongation pour fmalement etre refroidis a 4 °C. Chaque cycle comprend: 30 s de
denaturation a 94 °C, 30 s d'hybridation des amorces a 55 °C et 30 s d'elongation a 72 °C.
3.3.4 Gels d'electrophorese
3.3.4.1 En Fluorescence
Avec 1'automate d'analyse de 1'ADN, il est possible de faire migrer dans Ie meme puits des
produits de PCR de tallies identiques mais marques par des couleurs differentes et des
produits de PCR marques par la meme couleur mais de tailles differentes. II s'agit alors de
realiser la meilleure combinaison couleur taille des microsatellites. Ainsi, pour determiner Ie
nombre de marqueurs utilisables par piste, il faut tenir compte du nombre d'alleles et de la
taille de chaque microsatellite.
Apres PCR, quelques amplicons correspondant a chaque systeme sont deposes sur gel
d'agarose 4% (2% agarose + agarose Nusive 2%). Ce premier gel permet de verifier
1'amplification et de quantifler sommairement la concentration du produit de la PCR. La
presence des differentes bandes est revelee a 1'aide de bromure d'ethidium en solution dans Ie
gel d'agarose. Par la suite, des dilutions des differents produits de la PCR sont effectuees si
necessaire. En effet, pour faciliter la lecture et 1'interpretation des resultats sur Ie sequenceur
automatique, il est preferable de deposer des echantillons ayant une concentration a peu pres
identique pour chacun des systemes.
Apres dilution, pour chaque puits du gel d'acrylamide, un "pool" correspondant aux produits
d'amplifications des differents microsatellites est constitue (melange de 5 ^il de chaque
systeme). Concretement, les systemes d'ampliflcation des microsatellites ILSTS005,
ETH225, INRA035, ETH152, INRAK, MM12, INRA063, INRA005 et HEL1 forment un
premier groupe et sont deposes sur un meme gel et les systemes des microsatellites
INRA032, INRA072, HEL5 et MM8 fonnent un deuxieme groupe. Le tableau 4 indique la
taille des amplicons de chaque systeme ainsi que la couleur du fluorophore des amorces.
Enfm, 5 [i\ de chaque "pool" est depose dans d'autres cupules pour etre seche et denature par
chauffage a 90°C pendant environ 14 min. Un volume de 5 p.1 d'un tampon de migration est
ajoute a chaque cupule. Le tampon de migration est compose de 125 (Al de formamide
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deionisee, 31 [i\ de dextran et 15,5 [JL\ de marqueur de taille (genescan 2500 rox, rouge). Les
echantillons sont finalement chauffes de nouveau a 90°C pendant 3 min. et immediatement
gardes sur glace avant d'etre deposes sur gel. La migration est effectjee a 40 W, 21 mA et
1500 V (voltage constant) pendant 8 a 9 heures.
3.3.4.2 En Radioactivite
Apres 4 minutes de denaturation a 90 °C, 7,5 [i\ de la reaction de PCR sont deposes sur un
gel vertical de polyacrylamide 5% denaturant (uree 7 M). La migration est effectuee a 1500-
1600 volts constant, pendant 1,5 a 4 heures suivant la taille de 1'amplicon. Le gel est ensuite
transfere aur papier Wathnian 3MM, seche 1 heure a 80°C et autoradiographie. La duree
d'exposition du film peut varier d'unjour a une semaine suivant 1'intensite du signal.
3.3.5 Analyse des resultats
3.3.5.1 En Fluorescence
Avant de commencer la migration, des parametres de migration, des parametres de
traitements, la feuille de route (nom des echantillons et systemes analyses) et les parametres
d'analyses sont fixes. Pendant la migration, la collection et 1'analyse des donnees necessitent
1'emploi de deux logiciels. Le premier logiciel (GS collection 672) constmit un fichier qui
contient les donnees brutes que 1'automate d'analyse a enregistre pendant la migration des
echantillons dans Ie gel. A la fm de la migration, Ie second logiciel (GS analysis 672) est
automatiquement active. Ce logiciel recupere Ie fichier de donnees collectees et construit
1'image du gel selon les parametres de traitement et la feuille de route. Le logiciel calcule la
taille d'un fragment en effectuant une moyenne de deux regressions lineaires (une premiere
regression lineaire sur les trois points suivants: la bande du marqueur lambda de taille
inferieure au fragment et des deux bandes de tallies immediatement superieures; une
deuxieme regression lineaire sur les trois points suivants: une bande du marqueur lambda de
taille superieure au fragment et des deux bandes de tallies immediatement inferieures). Une
fois Ie gel analyse, il reste a faire correctement la correspondance entre la taille de 1'amplicon
et 1'allele dont il est question. Etant donne 1'incertitude sur la mesure de la taille des differents
fragments. Ie logiciel n'assigne pas toujours exactement, d'un gel a 1'autre la meme taille a un
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allele donne. La valeur arrondie de cette taille peut etre tantot paire tantot impaire. Pour palier
a ce probleme, des echantillons dits temoins (deja types par des etudes prealables) sont
deposes dans tous les gels de fa^on a permettre une standardisation de tous les resultats.
3.3.5.2 En radioactivite
Les resultats sont analyses manuellement a partir du film d'autoradiographie. La taille peut
etre determinee a 1'aide d'un marqueur. Des temoins dont on connait deja Ie genotype sont
egalement utilises pour determiner rapidement la composition allelique des echantillons
analyses.
3.4 Methodes statistiques
L' approche statistique qui a ete utilisee dans cette etude est composee de deux parties. La
premiere partie nous renseigne sur la structure et la variabilite genetique des trois populations
tandis que la seconde partie permet de quantifier et de representer les relations qui existent
entre ces trois races.
Les frequences alleliques ont ete calculees par comptage direct. Une premiere analyse, qui
consiste a comparer la distribution des frequences alleliques par locus et par race a ete
realisee avec un test du y1 a 1'aide du programme SAS (SAS Institute, 1989). Les taux
moyens d'heterozygotes (observes et theoriques non-biaises) aux loci microsatellites de
chaque race ont ete compares entre eux a 1'aide d'une analyse de variance (SAS Institute,
1989). Enfin, les logiciels Genepop, Fstat, et Phylip ont ete utilises pour effectuer la plupart
des analyses statistiques de nos donnees.
L'equilibre de Hardy-Weinberg a ete verifie a 1'aide du logiciel Genepop (Raymond et
Rousset, 1995). En effet, ce logiciel effectue un "test exact de Fisher" tel que decrit par Louis
et Dempster (1987). De plus, Ie logiciel Genepop permet de tester 1'independance entre les
populations et leurs compositions alleliques. Ce test est realise selon la methode developpee
par Raymond et Rousset (1 994).
L'analyse des statistiques de F a ete realisee avec Ie logiciel Fstat (1984). Ce logiciel calcule
les valeurs de Fjg pour chaque sous-population, de Fgj pour chaque locus ainsi que la valeur
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globale pour tous les locus et enfin F^. De plus, ce logiciel teste les valeurs obtenues par
Jachiife et calcule une deviation standard. Le Jacknife est une methode de re-
echantillonnage. II consiste, lorsqu'il est effectiie au niveau de toutes les sous-populations, a
retirer au hasard une sous-population pour ainsi former un nouvel echantillonnage sur lequel
les calculs sont effectues. Cette operation est realisee un certain nombre de fois. Le logiciel
Fstat effectue egalement Ie Jacknife en tenant compte de tous les loci en retirant, cette fois,
un locus au hasard. La methode du Bootstrap est egalement utilisee pour re-echantillonner les
donnees ce qui permet de calculer un intervalle de confiance pour les valeurs de Fjg , Fsy et
Fjy . Finalement, Fstat peut realiser un test en effectuant des permutations d'alleles et ainsi
calculer la probabilite que Fj§, Fs-j- et F^ soient egales a zero.
Enfin, Phylip (Felsenstein, 1993) est un ensemble de programmes qui permettent de realiser,
entre autre, des calculs de distances et des constructions de phenogrammes. Dans un premier
temps, un re-echantillormage est effectue par la methode du Bootstrap (500 fois) avec Ie
programme Seqboot. Les distances de Nei et de Cavalli Sforza sont ensuite calculees par Ie
programme Gendist. Puis, les phenogranimes sont construits avec Ie programme Neighbor
selon les methodes du Neighbor-Joining (Saitou et NEI, 1987) et du UPGMA (Sokal et
Michener, 1958). Finalement, un arbre consensus, regroupant les 500 phenogrammes
effectues selon 1'une ou 1'autre des methodes precedentes, est constmit avec Ie programme
Consense. On obtient done en tout quatre arbres consensus resultant des combinaisons des
deux methodes de calculs de distances et des deux methodes de construction de
phenogrammes.
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CHAPITRE 4 - RESULTATS
4.1 Polymorphisme des caseines
Seuls les loci des caseines aSl, P et K ont ete consideres puisque la caseine aS2 est
totalement monomorphe chez les trois races etudiees. En tout, 5 alleles ont ete detectes. Le
locus aS 1 est monomorphe pour les races Canadienne et Holstein puisqu'on ne retrouve que
1'allele B; la races Suisse-Brune ne presentant qu'une faible frequence du variant C (0,06) a ce
locus. Le locus P s'avere etre Ie plus polymorphe avec 3 alleles (A^, A^ et B) detectes chez les
races Holstein et Suisse-Brune, la Canadienne ne presentant que les variants Aj et A^. Enfin,
on retrouve 2 alleles (A et B) au locus K detectes chez les trois races. La repartition des
frequences alleliques des differents variants est illustree dans la figure 3. Les taux
d'heterozygoties observes sont relativement faibles (de 0 au locus aSl a 0,59 au locus ? chez
la Holstein) etant donne Ie petit nombre d'alleles detectes par locus. Les valeurs
d'heterozygoties observees chez les trois races etudiees sont presentees dans Ie tableau 6. Les
taux d'heterozygoties observes ne sont pas significativement differents entre les trois races
(P>0,1), contrairement aux taux d'heterozygoties theoriques (P<0,05). Notons egalement que
les valeurs des frequences alleliques que nous avons obtenues sont dans 1'ensemble en accord
avec les valeurs tirees de la litterature (Ng-Kwai-Hang et Grosclaude, 1992; Swaisgood
1992) (voir Tableau 5). La race Suisse-Brune presente cependant une exception avec des
valeurs legerement differentes des valeurs de la litterature aux locus des caseines R et K.
Finalement, Ie test exact de Fisher indique que les trois races sont en equilibre de Hardy-
Weinberg a chacun des locus caseiques. De plus, les trois races sent significativement
differentes entre elles si on prend compte 1'ensemble des loci (test d'independance entre les
populations). Le locus de la caseine K est celui qui differentie Ie mieux les races entre elles








Figure 3. Uistogramme des fr6quences alleliques des cas^ines aSl. P et K




















































Tableau 6. Comparaison des frequences alleliques observees aux locus caseiques



























































* Ng-Kwai-Hang et Groclaude, 1992
** Swaisgood, 1992
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4.2 Polymorphisme des microsatellites
4.2.1 Frequences alleliques
Les 14 loci microsatellites qui ont ete etudies se revelent etre tous polymorphes dans les trois
races. Un total de 95 alleles ont ete detectes chez les 80 animaux analyses. En considerant les
trois races, on retrouve de 4 (INRA K et LMRA 072) all (MM 12) alleles par locus (voir
Tableau 7). Le nombre moyen d'alleles pour ces memes loci varie de 3 a 7. Enfin, Ie nombre
moyen d'alleles par race varie de 4,8 (±1,5) pour la race Suisse-Brune a 5,1 (±1,7) pour les
races Holstein et Canadienne.
II est egalement interessant de remarquer que la distribution des frequences alleliques differe
d'un locus a 1'autre pour une meme race et d'une race a 1'autre pour un meme locus. La figure
4 montre des exemples de distribution de frequences alleliques de quatre loci microsatellites.
On y remarque une distribution des frequences alleliques tantot unimodale (INRA 032),
tantot bimodale (MM8) ou parfois meme plus complexe. D'ailleurs, la distribution de
frequences alleliques de chaque locus est significativement differente d'une race a 1'autre
selon un test de X2 (P = 0,001, a 1'exception des micro satellites INRA 063, INRA 005 et MM
8 ou P = 0,05) (resultats non presentes).
4.2.2 Taux d'heterozygotie
Les valeurs de taux d'heterozygotie observee et theorique non biaisee par locus et par race
sont reportees dans Ie tableau 8. Etant donne Ie faible nombre d'animaux qui constitue
1'echantillonnage de chacune de ces trois races, il est preferable de considerer 1'heterozygotie
theorique non biaisee (egalement appelee diversite genetique non biaisee). En effet, puisque
1'heterozygotie theorique varie selon Ie nombre d'alleles detectes, elle peut etre sous evaluee
si 1'echantillonnage est trop faible. Ainsi, la valeur moyenne de 1'heterozygotie theorique non
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Figure 4. Exemple de distribution de frequences alleliques a differents loci microsatellites























































































































































biaise par microsatellite varie de 0,38 pour Ie locus ILSTS005 a 0,75 pour Ie locus ETH225.
Parallelement, 1'heterozygotie moyenne observee varie de 0,31 pour Ie locus INRA035 a 0,74
pour Ie locus MM 12. De plus, 1'heterozygotie non biaisee moyenne est de 0,66, 0,61 et 0,62
pour les races Canadienne, Suisse-Brune et Holstein respectivement. Ces valeurs ne sont pas
significativement differentes entre elles (P > 0,1). Notons que 1'heterozygotie observee de la
race Canadienne (0,69) est significativement differente de celles des deux autres races (P <
0,005), soit 0,53 et 0,59 pour la race Suisse-Bmne et Holstein, respectivement.
4.2.3 Equilibre de Hardy-Weinberg
L'equilibre de Hardy-Weinberg a ete verifie a differents niveaux: par locus dans chaque race,
par locus pour les trois races et par race au niveau de tous les locus pris globalement. Le
tableau 9 presente les valeurs de probabilite associees aux valeurs du X obtenues.
L'hypothese nulle (Ho) est que la population est en equilibre de Hardy-Weinberg tandis que
1'hypothese alternative (H^) est que la population est en desequilibre. Le risque d'erreur qui a
ete retenu est de 1 %. Done, pour tout P > 0,01, on accepte HQ et on considere que les
differences entre les proportions observees et attendues sont dues au hasard. Ainsi 13
systemes micro satellites sont en equilibre. Seul Ie micro satellite GSTRA035 presente
globalement un desequilibre par rapport a la loi de Hardy-Weinberg. Ce desequilibre se situe
prmcipalement chez la race Canadienne et Suisse-Bmne. Enfln, en considerant 1'ensemble
des locus microsatellites a 1'interieure de chaque race, on observe que la race Canadienne et
Suisse-Brune sont globalement en desequilibre, tandis que la race Holstein est en equilibre de
Hardy-Weinberg. La race Canadienne est Ie plus souvent en exces d'heterozygotes alors que
la race Suisse-Bmne est Ie plus souvent en deficit. De plus, notons que Ie test d'independance
entre populations realise avec Ie programme Genepop revele une difference signiflcative (P <
0,01) entre les races au niveau de tous les loci microsatellites, a 1'exception de MM8 (P >
0,05) (resultats non presentes). L'independance est egalement significative (P < 0,001)
lorsque tous les loci sont pris globalement. Ainsi, 13 loci microsatellites sur 14 nous
permettent de
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*Ecart de 1'equilibre: (+)= exces d'heterozygotes; (-)= deficit en heterozygotes
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differencier nos trois races entre elles. Get aspect qui concerne la structuration des races ainsi
que 1'exces ou Ie deficit en heterozygote, sera precise grace a 1'analyse des F statistiques.
4.2.4 Analyse des F statistiques
La stmcturation de la population dans son ensemble en sous populations nous est revelee par
une valeur de Fg^ ? 0. Generalement, on considere une forte structuration si FgT > 0,1
(Wright, 1978). Ainsi, les microsatellites ILSTS005, ETH225, INRAK, INRA072 et HEL5
ont une valeur de F§^ > 0,1 (voir Tableau 10). C'est Ie micro satellite ILSTS005 qui revele la
plus forte structuration avec un ¥^ de 0,326. Ces loci nous permettent done de bien
differencier les trois races entre elles. Les autres microsatellites ont, par contre, des valeurs de
FST < 0,1, dont MM8 qui presente la plus petite valeur (0,011). Le programme Fstat calcule
egalement une valeur globale de ¥^ en tenant compte de tous les loci. Cette valeur, avec un
intervalle de confiance de 95 % determine grace a un Bootstrap, est la suivante:
0,06 < 0,095 < 0,139. Enfln, les tests de permutation d'alleles du programme Fstat evaluent les
chances que Fgj = 0 sont inferieures a 0,4 % de fa^on globale. Le micro satellite MM8
presente cependant une exception a la tendance globale puisque les chances que F^ = 0 sont
de 15 %, bien que cette valeur ne soit pasjugee suffisamment elevee pour etre significative.
Les valeurs de Fjg pour chaque race sont presentees dans Ie tableau 11. La valeur negative du
Fig de la race Canadienne suggere un exces d'heterozygotes alors que les valeurs positives des
Fig des deux autres races suggerent un deficit en heterozygotes. Cependant, les tests de
permutations du programme Fstat semblent indiquer que les chances que Ie F^ de la race
Canadienne soit egale a 0 est de 90 %, alors que cette meme probabilite est de 0,4 % pour la
race Suisse-Bmne et de 4 % pour la race Holstein.
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Finalement, la valeur de F^ qui a ete calculee est de 0,14, ce qui indique un deficit global
d'heterozygotes de 14 % en tenant compte des trois races reunies en une meme population.
4.2.5 Distances genetiques
Les distances genetiques entre les trois races sont, de fa^on generale, relativement petites.
Dans Ie but de verifier la fiabilite des noeuds composant les phenogrammes, nous avons
utilise la methode de re-echantillonnage du bootstrap. Cependant, cette methode n'est
vraiment valable qu'en analysant plusieurs races. C'est pourquoi, nous avons ajoute des races
fran^aises (Moazami Goudarzi et al, 1997) et des races africaines pour ainsi parfaire 1'analyse
de no s trois races. Nous ne nous attarderons done pas du tout au contexte precis de ces races
supplementaires. Notons simplement que ces races ont ete analysees selon les memes
methodes que nos trois races avec les memes marqueurs microsatellites.
Deux methodes de calcul de distance genetique (Cavalli Sforza et d standard de Nei) ont ete
utilisees conjointement avec deux methodes de construction de phenogrammes (UPGMA et
Neighbor Joining). Nous obtenons done en tout quatre phenogrammes. Cependant, etant
donne la grande similarite des resultats, seuls deux phenogrammes sont presentes: celui
calcule a partir des distances de Cavalli Sforza et constmit suivant la methode du Neighbor
Joining (voir figure 5) et celui calcule a partir des distances de Nei et construit suivant la
methode du Neighbor Joining egalement (voir Figure 6). Ainsi, les distances genetiques ont
ete calculees a partir des frequences alleliques de 9 microsatellites (ETH225, nS[RA35,
INRAK, INRA63, INRA005, INRA32, INRA72, INRA16 et ETH152) qui avaient egalement
ete etudies chez les races fran9aises et africaines. Les arbres consensus ont ete realises a partir
de 500 bootstraps.
Les resultats nous revelent que quelque soit la distance ou la methode de construction de





















Figure 5. Phenogramme consensus des distances de Cavalli Sforza entres les races canadiennes, fran^aises et africaines
selon la methode du Neighbor-Joining
















Figure 6. Phenogramme consensus des distances de Nei entres les races canadiennes, fran^aises et africaines selon la
methode du Neighbor-Joining
des noeuds obtenus varient de 57 a 89 %, ce qui est meme superieur aux noeuds separant la
Holstein canadienne et la Holstein fran^aise. Cependant, les races Holstein canadienne et
fran9aise sont, comme on pouvait s'y attendre, generalement retrouvees ensemble (voir
Figure 6). On peux egalement remarquer la presence de la race Normande a proximite de nos
trois races (voir Figure 5) bien que les valeurs de bootstrap soient relativement faibles.
D'ailleurs, la majorite des valeurs de bootstrap sont inferieures a 75 %. En fait, seul Ie noeud
separant les races africaines des races de bovins canadiens et fran^ais est superieur a 95 %.
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CHAPITRE 5 - DISCUSSION
Un grand nombre de marqueurs genetiques polymorphes peuvent etre utilises pour etudier la
diversite genetique des populations. Le polymorphisme des proteines seriques, des proteines
erythrocytaires et des lactoproteines a souvent ete utilise pour caracteriser les relations
evolutives et les distances genetiques entre les races bovines (Baker et Manwell, 1980).
Cependant, Ie polymorphisme proteique ne decrit que de fa9on limitee Ie polymorphisme reel
de 1'ADN. C'est pourquoi, plusieurs types de marqueurs genomiques ont ete developpes.
Parmis les plus courants, on peut citer les marqueurs de type RFLP (restriction fragment
length polymorphism), 1'ADN mitochondrial, les minisatellites et les microsatellites.
Lorsqu'il s'agit d'etudier les distances genetiques qui separent des populations proches 1'une
de 1'autres, comme des races par exemple, les marqueurs microsatellites s'averent etre plus
prometteurs parce qu'ils sont plus polymorphes. En effet, Ie polymorphisme mis en evidence
par RFLP est souvent diallelique (Moasami-Goudarzi, 1994). De plus, la differentiacion des
races bovines apartir de 1'ADN mitochondrial est apparemment difficile. Loftus et al. (1994),
par exemple, arrivent a differencier des races bovines europeennes et africaines (bovins et
zebus) de races de zebus indiens, mais n'arrivent pas a differentier de fa^on significative les
races bovines entre elles. Outre leur polymorphisme et leur nombre considerable, les
microsatellites presentent des caracteristiques techniques interessantes. Us sent, en effet,
caracterises a 1'aide de la technique de PCR ce qui en fait une procedure relativement simple
et rapide. Bien que 1'analyse statistique des marqueurs de type microsatellites reste complexe,
de plus en plus de chercheurs s'y interessent (Buchanan et al., 1994; MacHugh et al., 1994,
1997; Moazamie Goudarzy et al., 1997).
5.1 Potymorphisme des caseines
Les caseines sont des proteines d'une importance economique certaine pour les bovins
laitiers, notamment au niveau d'eventuelles relations entre leur polymorphisme et la
production de lait, sa composition et ses aptitudes fromageres (Grosclaude, 1988). Alors que
la plupart des races bovines sont bien caracterisees pour ces loci, tres peu d'etudes ont etc
realisees chez la race Canadienne. Notre etude nous permet done de dresser un portrait du
polymorphisme de ces loci chez la race Canadienne. Ainsi, nous observons que les
frequences alleliques obtenues au sein de 1'echantillon de la race Canadienne ressemblent
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davantage aux frequences alleliques obtenues pour la race Holstein. Cependant, Ie
polymorphisme caseique que nous detectons etant relativement limite. Ie polymorphisme des
microsatellites sera privilegie pour ce genre d'analyse. La meme remarque s'applique aux
indices de variabilite tel que Ie nombre moyen d'alleles par locus et Ie taux d'heterozygotes,
qui sont tout deux moins eleves qu'au niveau des marqueurs micro satellites.
Notons que de £09011 generale, les resultats obtenus chez nos trois races concordent avec les
resultats disponibles dans la litterature (Ng-Kwai-Gang, 1992; Swaisgood, 1992). Seule la
Suisse-Brune presente un certain ecart. Les differences entre les frequences alleliques que
nous avons obtenues et celles obtenues par les auteurs consultes peuvent en partie s'expliquer
par Ie nombre relativement restreint d'animaux analyses dans notre etude et par des criteres
d'echantillonnage differents. En effet, les auteurs consultes ont etudie un grand nombre
d'animaux apparentes entre eux. Sans doute aurait-il ete interessant pour notre etude
d'analyser un plus grand nombre d'animaux pour en arriver a des resultats plus proches des
valeurs reelles de la population. Cependant, Ie fait que nous ayons choisi des individus non
apparentes, du mains jusqu'a la deuxieme generation, nous permet d'obtenir une image plus
globale du polymorphisme des caseines au sein de nos trois populations. De plus, en ce qui
conceme la race Canadienne, les individus etudies representent probablement une grande
partie des families existant dans cette race, etant donne son faible effectif.
5.2 Polymorphisme des micros atellites
Les microsatellites se sont vite reveles comme etant des outils interessants pour 1'etude de la
genetique des populations. L'utilisation croissante de ces marqueurs tend a Ie demontrer.
5.2.1 Variabilite et structure des populations
Le premier objectif de mon travail consistait a evaluer la variabilite genetique de trois races
bovines, dont en particulier la race Canadienne. Ainsi, les microsatellites analyses se revelent
etre passablement polymorphes etant donne une moyerme de 6,8 alleles detectes par loci.
Cette moyenne est satisfaisante puisqu'elle correspond aux donnees de la litterature (Vaiman
et al., 1994). La race Canadienne presente un nombre moyen d'alleles par locus comparable a
ceux des races Holstein et Suisse-Brune. Les taux d'heterozygoties sont generalement eleves
pour 1'ensemble des trois races. L'heterozygotie observee est significativement plus elevee
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chez la race Canadienne que chez la Suisse-Brune et la Holstein. Cependant, 1'ecart entre les
taux d'heterozygotie non biaises des trois races n'est pas tres important, bien que ce taux soit
legerement plus eleve pour la race Canadienne. L'analyse de 1'equilibre de Hardy-Wemberg et
des F statistiques nous apporte des precisions interessantes a ce sujet. Ainsi, seul Ie
micro satellite INRA035 est largement en desequilibre par rapport a la loi de Hardy-
Weinberg, principalement chez la race Canadienne et Suisse-Bmne. Ces deux races
presentent d'ailleurs un ecart significatif a 1'equilibre de Hardy-Weinberg, contrairement a la
race Holstein qui est globalement a 1'equilibre. Elles different cependant quand a 1'origine de
cet ecart. En effet, la race Canadienne a Ie plus souvent un exces (signiflcatif ou non)
d'heterozygotes tandis que la race Suisse-Brune presente une majorite de locus en deficit
d'heterozygotes (significatif ou non). De plus, la valeur negative du Fjg de la race Canadienne
(-0,05), qui est I'equivalent au taux de consanguinite, semble conflrmer son exces
d'heterozygotes. De la meme fa9on, Ie F^ de la race Suisse-Bmne confirme son deficit en
heterozygotes etant donne sa valeur positive (0,139). Cependant, les tests de permutations
effectues avec Ie programme Fstat estime la probabilite, chez la race Canadienne, que Fjg = 0
legerement superieure a 90%. Precisons que ce test de permutation n'est utile que si on
1'effectue sur un fichier ne contenant qu'une seule population a la fois. Fstat cree alors une
population "imaginaire" pour realiser les calculs. II est fort probable que la valeur du Fjg de la
race Canadienne ne soit pas significativement differente de zero. Le meme test effectue
separement sur les deux autres races revele une valeur signiflcativement superieure a zero,
bien que de fa^on moins evidente pour la Holstein puisque cette race est plutot a 1'equilibre.
D'ailleurs, 11 est interessant de remarquer que, d'apres une etude de genealogie, Miglior et
Burnside (1995) n'observent pas une consanguinite tres elevee chez la race Holstein.
Le deficit en heterozygotes observe chez la Suisse-Bmne s'explique plus facilement que
1'exces de la race Canadienne. Plusieurs facteurs pourraient expliquer Ie desequilibre observe:
mis a part Ie hasard, en ce qui concerne les causes d'origine genetique, 11 est bien connu que
la consanguinite modifie les frequences genotypiques. La consequence en est une perte de
variabilite genetique de la population au cours des generations. Ainsi, une partie des
desequilibres observes s'expliqueraient par la consanguinite des animaux choisis au sein de la
race Suisse-Brune. Un des autres facteurs pourrait etre 1'existance d'alleles nuls, alleles ne
donnant lieu par PCR a aucune amplification. Une deletion aux niveau des amorces ou une
mutation dans les sequences flanquantes du microsatellite peuvent entrainer la presence
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d'alleles nuls. Parmi les 14 microsatellites utilises dans notre etude, 9 sont communs a 1'etude
de Moazami-Goudarzi (1997). Sur les 9 loci, apres analyse de segregation sur plusieurs
families, aucun allele nul n'a pu etre detecte sauf pour INRA035 dans quelques cas. Par
ailleurs, les races etudiees etant des races selectionnees, il n'est pas a exclure que certains des
microsatellites choisis soient proches de genes selectionnes, situation pouvant conduire a un
ecart a la loi de Hardy-Weinberg.
Pour ce qui est de 1'exces en heterozygote de la Canadienne, on pourrait imaginer que 1'apport
genetique de la Suisse-Brune suite aux croisements effectues dans les annees 70, ait eu un
effet sur Ie taux d'heterozygotes ou bien que les calculs ne soient pas assez exacts du fait du
faible nombre d'animaux testes. En fait, Ie nombre d'individus constituant 1'echantillon est
malheureusement faible (n = 19). II n'a pas ete possible de trouver plus de 20 individus qui
respectaient la regle que nous nous etions fixee (non apparente jusqu'a la deuxieme
generation). Quoi qu'il en soit, Ie Fjg ne revele pas une consanguinite plus elevee pour la race
Canadienne que pour la race Holstein. EvideiTiment, nous devons egalement nous soucier de
la variation de cette consanguinite dans Ie temps avant d'emettre des conclusions. De plus,
seulement 24 taureaux sont disponibles en moyenne au sein de la race Canadienne (Hansen,
1997). II est done important de suivre 1'evolution de la consanguinite, aussi bien chez la race
Canadienne qu'au niveau des deux autres races.
5.2.2 Distances genetiques
La seconde partie de mon travail consistait a evaluer les relations genetiques entre les trois
races d'interet. Avant de calculer les distances genetiques, certains tests statistiques peuvent
deja nous renseigner sur Ie potentiel de nos marqueurs micro satellites a differencier les races
etudiees. Le premier test est celui du y^ qui compare les distributions des frequences
alleliques des differents locus d'une race a 1'autre. Les resultats de ce test indiquent que les
frequences alleliques sont significativement (P < 0,05) differentes d'une race a 1'autre. De
plus, Ie logiciel Genepop permet egalement de tester 1'independance de nos trois races au
niveau de la distribution de leurs frequences alleliques. Les valeurs de P obtenues sont toutes
inferieures a 1 % ce qui confirme I'independance des populations, a 1'exception du locus
MM8 ou cette valeur est de 9 %. Le microsatellite MM8 differencie done moins efficacement
les races entre elles. Enfin, Ie coefficient FgY confirme la structuration de 1'ensemble des
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individus etudies en trois races. En effet, selon Ie bareme que Wright (1978) propose, la
valeur de Fg-p obtenue, soit 0,095, est consideree comme presentant une structuration
moderee. De plus, selon les tests de permutations d'alleles realises a 1'aide du programme
Fstat, les chance pour que ¥^ = 0 sont tres faibles (< 1%). Nos marqueurs microsatellites
peuvent done bien differencier nos trois races entre elles.
Les distances genetiques obtenues (Ds de Nei et Dc de Cavalli Sforza) entre les trois races
d'interet sont cependant relativement petites. Dans Ie but de valider ces resultats, nous les
avons integres aux donnees obtenues par Moazamie-Goudarzi et al. (1997). En tout, 9
microsatellites sont communs aux deux etudes. Les donnees de Moazamie-Goudarzi portent
sur 10 races bovines frar^aises (Moazamie Goudarzie et al., 1997) ainsi que sur quatre races
africaines (non public). De ces analyses, deux principales conclusions peuvent etre amenees.
Premierement, la race Canadienne se retrouve toujours avec la Suisse-Bmne peu importe Ie
type de distance et la methode de construction d'arbre. Les regroupements (noeuds) obtenus
entre ces deux races a 1'interieur de 1'arbre consensus sont relativement forts (57 a 80%) si on
les compare aux autres noeuds obtenus. Us sont meme quelques fois plus forts que les noeuds
entre la Holstein canadienne et fran^aise. Deuxiemement, nous retrouvons globalement les
races Holstein canadienne et fran9aise tres pres 1'une de 1'autre, ce qui nous rassure quant a la
validite de notre approche. De plus, on peut observer que les trois races canadiennes se
regroupent ensemble par rapport aux races fran^aises. En fait, aucune race fran9aise ne
semble vraiment s'apparenter a 1'une de nos trois races. Pourtant, on considere souvent que la
race Canadienne et la race Jersey (qui a ete etudiee par Moazamie-Goudarzi) sont
apparentees. Rien ne nous 1'indique dans nos resultats.
Cependant, il est important de realiser que de fa9on generale, les valeurs des noeuds sont tres
faibles (souvent <75%) comparees au seuil de 95% que 1'on se fixe habituellement. En fait,
seul Ie branchement entre les races africaines et 1'ensemble des autres races presente une
valeur de bootstrap >95%. Ces faibles valeurs de bootstrap peuvent s'expliquer soit par une
sous-estimation de la mesure de la distance genetique soit par un nombre insuffisant de
micro satellites (Moazamie-Goudarzi et al., 1997). En effet, il est possible que les methodes
de calcul de distances genetiques que nous avons utilisees entrament une sous-estimation de
ces distances etant donne leurs proprietes mathematiques. En fait, certains auteurs
considerent que la distance de Nei, par exemple, s'applique moins bien aux microsatellites
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parce qu'elle est base sur Ie modele IAM (infinite allele model), alors que les microsatellites
semblent plutot suivre Ie modele SMM (stepwise mutation model) (Shriver et al., 1993;
Valdes et al., 1993). Cependant, Takezaki et Nei (1996) ont demontre que les changements
evolutifs des loci microsatellites ne sont pas importants lors de la reconstmction
phylogenetique lorsque les populations etudiees sont intimement liees (des races, par
exemple). Enfin, 1'hypothese la plus probable reste que Ie nombre de loci microsatellites soit
insufflsant. En effet, plus les races sont proches plus Ie nombre de loci necessaires pour les
separer est grand. Bien que, en general, les valeurs des bootstraps augmentent avec Ie nombre
de loci consideres, Moazamie-Goudarzi et al. (1997) n'observent pas d'evolutions
significatives des valeurs de bootstrap calculees avec 5 ou 17 microsatellites. A la lumiere de
ces resultats, ces auteurs estiment que Ie nombre de micro satellites necessaires pour
discriminer des races proches soit superieur a 30, un nombre pourtant considere generalement
comme suffisant (Moazamie-Goudarzi et al., 1997).
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CHAPITRE 6 - CONCLUSION
En analysant Ie polymorphisme des caseines et des marqueurs microsatellites, nous avons pu
evaluer la variabilite genetique des races Canadienne, Suisse-Brune et Holstein. Initialement,
nous avions emis 1'hypothese que la race Canadienne etait moins variable et presentait une
consanguinite plus importante que la race Holstein. Contrairement a ce que nous supposions
au depart, la race Canadienne ne semble pas etre mains variable que les deux autres
puisqu'elle presente un nombre d'alleles par locus et un taux d'heterozygotie comparables
sinon superieurs a ceux des deux autres races. La race Canadienne et Suisse-Brune ne
verifient pas les proportions de Hardy-We inberg. Pour la Canadienne, cet ecart s'observe en
raison d'un exces en heterozygotes, tandis que la Suisse-Brune presente un deficit en
heterozygotes. Ainsi, la race Suisse-Brune semble presenter une consanguinite plus
importante que les deux autres. De plus, 1'apport genetique des croisements de la race
Canadienne avec la Suisse-Brune s'observe au niveau des phenogrammes illustrant les
distances genetiques. En effet, la Canadienne semble etre plus apparentee a la Suisse-Brune,
ce qui conflrme notre seconde hypothese. Ces deux races semblent cependant toutes deux
apparentees a la Holstein. Bien que cette etude presente des resultats interessants, un nombre
plus grand de microsatellites (amsi qu'un echantillonnage plus important) serait necessaire
pour confirmer nos resultats. Cependant, de telles etudes demandent une quantite
considerable de ressources. C'est pourquoi il devient important pour ce genre d'etude d'etablir
un consensus entre chercheurs sur les micro satellites a utiliser. Le type d'analyse statistique
demande egalement qu'on s'y attarde davantage puisqu'il demeure difficile de porter un
jugement eclaire concemant la conservation de telle ou telle race.
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Annexe 1. Frequences alleliques des loci microsatellites











































0,3684 0,0789 0,0263 0,1316
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9 10 11 12 13 14
Canadienne —0,0000 0,3421 0,0000 0,0263 0,0000 0,0000 0,0790 0,3684 0,1579 0,0263 0,0000
Holstein 0,0000 0,5000 0,0000 0,0000 0,0286 0,1000 0,0000 0,3429 0,0143 0,0143 0,0000













































0,U263 0,1842 0,3158 0,3421 0,0263 0,0263 U,U263
0,0139 0,0417 0,4028 0,5278 0,0000 0,0000 0,0000
0,0435 0,0435 0,2174 0,6957 0,0000 0,0000 0,0000
Alleles
-1123 7
0,0000 0,2105 0,4474 0,2895 0,0526
0,0000 0,4324 0,4189 0,1351 0,0000




0,0909 0,0303 0,0303 0,4394 0,0152
0,3696 0,0000 0,0000 0,3044 0,0870
Alleles
12345 6
0,1316 —UJU53 —0,36K4 —O^TU5—0,1316 —0,0263
0,0000 0,2973 0,1216 0,4460 0,0405 0,0946




0,0541 0,1216 0,2838 0,5405






2 3 468 910
0,0526 0,1842 0,2632 0,0000 0,0263 0,3421 0,1053
0,0135 0,0541 0,5676 0,0135 0,0000 0,3514 0,0000






































Canadienne 0,0000 0,OUUU U,UUUU U,U263 0,0263 0,1579 0,0000 U,UUUU 0,0263 U,7632
Holstein 0,0143 0,1714 0,0286 0,0857 0,0000 0,2857 0,0143 0,0429 0,0000 0,3571
Suisse-Brune 0,0000 0,0227 0,0000 0,0000 0,0227 0,3182 0,0000 0,0455 0,0682 0,5227





























Annexe 4. Identification des animaux utilises
Canadienne
No. d'identifl-
cation utilises
lors de 1'etude
TT
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9
C10
Cll
C12
C13
C14
C15
C16
C17
C18
C19
No.
d'identification
du PATLQ
CN63615
CN65006
CN65151
CN64544
CN64628
CN65178
CN65181
CN65296
CN65332
CN61925
CN64848
CN62884
CN65227
CN65133
CN63831
CN64483
CN63374
CN63849
CN64454
Races
^uisse-Brune
No. d'identifi- No.
cation
lors de
~SBT
SB2
SB3
SB4
SB5
SB6
SB7
SB8
SB9
SB10
SB11
SB12
SB13
SB14
SB15
SB16
SB17
SB18
SB19
SB20
SB21
SB22
SB23
Pistil
utilises d'identification
1'etude duPATLQ
BS32974
BS30617
BS32970
BS30938
BS33401
BS30396
BS31633
BS34851
BS37006
BS30202
BS35447
BS33430
BS32973
BS34574
BS30503
BS32406
BS30614
BS30852
B831461
BS32512
Holstem
No. d'identifl-
cation utilises
lors de 1'etude
~7T
98
169
958
53
24
37
F9118
F6013
F7081
F8207
G339
G363
G2114
S2
S10
S15
S19
S102
D28
M734
M803
M993
M1041
M1103
M1189
M1195
H4
H7
Hll
H13
H14
H16
H21
H22
H24
No.
d'identification
duPATLQ
5192886
5287164
5546580
5251244
5192851
5200154
5416188
4464060
5447647
4112653
5241964
4412046
5051788
5594476
5485756
5341367
4811056
4670321
5349607
5861643
5956375
5513073
5832405
6386303
5299102
5832168
5843684
5424951
5757743
5578901
5928140
5177916
5895557
74
